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Genen  bekannt,  die  Bestandteile  der  Signalkaskade  kodieren  und  deren  Mutation  eine  
Reduktion  der  Signalwegsaktivität  und  eine  Verlängerung  der  Lebensspanne  zur  Folge 
haben.  Eine  solche  Reduktion  bewirkt  eine  Aktivierung  des  Transkriptionsfaktors  FOXO, 
eines  hoch  konservierten Regulators  der  Energiehomöostase,  der  Stressresistenz  und  von 
Alterungsprozessen.  Es  gibt  deutliche  Hinweise,  dass  der  Einfluss  des  IlS  auf  die 
Lebensspanne  von Drosophila  von der Regulation durch  FOXO abhängig  ist. Der  zugrunde 
liegende molekulare Mechanismus ist allerdings noch unbekannt und wird intensiv gesucht.  
Ziel  dieser  Arbeit  ist  die  Untersuchung  der  Frage,  ob  FOXO  durch  die  transkriptionelle 
Regulierung  von  Antimikrobiellen  Peptiden  (AMPs)  ‐  Effektormolekülen  des  angeborenen 
Immunsystems  ‐  zur  Verlängerung  der  Lebensspanne  beiträgt.  Experimente  in  Zellkultur 
zeigen eine direkte transkriptionelle Aktivierung des Drosomycin‐Promotors durch FOXO. Die 
Aktivierung erfolgt über konservierte Bindemotive, die in den regulatorischen Regionen fast 
aller  AMPs  zu  finden  sind.  Wie  bereits  für  andere  IlS‐Komponenten  bekannt,  ist  die 
Reduzierung  der  Steppke‐Funktion  durch Mutation  oder  Inhibition  auf  Proteinebene mit 
einer Verlängerung der Lebensspanne verbunden. Eine effektive  Inhibition kann durch die 















einen  direkten  Einfluss  auf  die  Lebensspanne  von  Drosophila  haben.  Über  FOXO  ist  der 
Organismus damit  in der Lage, seine  Immunabwehr  in Barriereepithelien ‐ wie dem Darm ‐ 
abhängig  von  seinem  physiologischen  Zustand  und  unabhängig  von  den  klassischen 
Immunsignalwegen  zu  modulieren.  Über  die  gesamte  Lebenszeit  verringert  sich  für  die 









Der  Insulinsignalweg  (IlS)  ist  einer  der wichtigsten metabolischen  Signalwege  in  höheren 
Organismen.  Sein  Grad  der  Konservierung  zwischen  Säugetieren  und  Invertebraten  wie 
Drosophila melanogaster  (Drosophila)  ist  sehr  hoch,  sowohl  auf  genetischer  als  auch  auf 
funktioneller Ebene  (Teleman, 2009). Seine bekannteste Funktion  ist die eines Sensors  für 
Nährstoffe, die einem Organismus  zur Verfügung  stehen  (Britton et al., 2002), und daraus 
folgend  die  Bewahrung  der  Energiehomöostase,  also  die  Regulation  der  beiden 
gegenläufigen  Prozesse  der  Nährstoffspeicherung  und  Nährstoffaktivierung.  Besonders 
bekannt  ist  beim  Menschen  die  Rolle  des  Insulinsignalwegs  bei  der  Regulation  des 
Glukosestoffwechsels  (Taha  und  Klip,  1999).  Ist  diese  Regulation  gestört,  kommt  es  bei 
Säugetieren zu der Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus. Weitere wichtige Funktionen 
in Säugetieren und  in Drosophila hat der  Insulinsignalweg  in der Ribosomenbiogenese, der 
Endozytose,  der  Autophagozytose,  der  Fortpflanzung,  der  zellulären  Anpassung  an  Stress 








et al., 2012;  Ikeya et al., 2002). Die  ILPs sind ein gutes Beispiel  für die hohe Konservierung 
des Insulinsignalwegs auf Proteinebene, denn auch humanes Insulin ist in der Lage, den InR 
in  Drosophila  zu  binden  und  zu  aktivieren  (Brogiolo  et  al.,  2001).  Die  individuellen 
Funktionen der einzelnen ILPs werden zur Zeit ausführlich erforscht werden. Der durch ILP‐






Kinase  bewirkt  eine  Phosphorylierung  von  Phosphatidylinositol‐4,5‐biphosphat  (PIP2)  zu 
Phosphatidylinositol‐3,4,5‐triphosphat  (PIP3),  einer Gruppe  von Phospholipiden, die  in die 
Plasmamembran  integriert  sind.  Es  kommt  zu einer Akkumulation  von PIP3, was  zu  einer 
Membranrekrutierung der Proteinkinase B Akt  (PKB/Akt) über deren Pleckstrin‐Homology‐
Domäne (PH‐Domäne) führt. Der Gegenspieler der PI3K  ist die Phosphatase PTEN, die eine 
Dephosphorylierung  von  PIP3  zu  PIP2  durchführt  (Teleman,  2010).  Auch  das  Cytohesin 
Steppke wirkt  auf  der  Ebene  der  PI3K,  doch  der Mechanismus  der  Interaktion mit  dem 
Signalweg  ist  bisher  noch  unbekannt  (Fuss  et  al.,  2006).  PKB/Akt  ist  eine  der 
Schlüsselkomponenten  des  Insulinsignalwegs.  Sie  deaktiviert  durch  Phosphorylierung  den 
katabolen  Forkhead‐Box‐O‐Transkriptionsfaktor  (FOXO).  Phosphoryliert  wird  FOXO  im 
Cytoplasma gehalten und kann nicht  in den Zellkern eindringen, wo er  seine Zielgene wie 
z.B.  den  translationalen  Repressor  4E‐BP  (4E‐Binding  Protein)  transkriptionell  aktivieren 
könnte  (Gingras et al., 1998; Miron et al., 2001; Puig et al., 2003). Von PKB/Akt wird auch 
eine Reihe weiterer metabolischer Regulatoren beeinflusst, die nicht zum  Insulinsignalweg 
gehören  und  deren  Funktionen  bisher  hauptsächlich  in  Säugetieren  beschrieben  sind 
(Grewal, 2009; Teleman, 2010). Die Kinase PKB/Akt stellt auch die Verbindung zum zweiten 
Zweig  des  Insulinsignalwegs  her,  zur  TOR  (Target  of  Rapamycin)‐Kaskade.  Dies  geschieht 
über  die  Inhibierung  des  TSC1/TSC2  (Tuberous  Sclerosis  Complex)‐Komplexes,  und  zwar 
vermutlich durch Phosphorylierung. TSC2 wirkt als GTPase‐aktivierendes Protein  (GAP)  für 
die GTPase Rheb (Ras‐homolog‐enriched‐in‐brain). Rheb wiederum ist in der Lage, die Kinase 




Die  hier  beschriebenen  Proteine  und  ihre  Interaktionen  stellen  nur  das Grundgerüst  des 















FOXO  ist  der  Namensgeber  für  eine  ganze  Unterfamilie  der  FOX  (Forkhead‐Box)‐
Transkriptionsfaktoren,  deren  gemeinsames  Merkmal  die  etwa  100  Aminosäuren  lange, 
konservierte  Forkhead‐Bindedomäne  ist.  In  Säugetieren  gibt  es  mehrere  Mitglieder  der 





Auch  in  Drosophila  wird  FOXO  von  der  Kinase  PKB/Akt  phosphoryliert,  wodurch  der 
Transkriptionsfaktor  im Cytoplasma  der  Zelle  zurückgehalten  und  inaktiv wird.  Im  aktiven 
Status gelangt FOXO in den Zellkern und induziert die Trankription seiner Zielgene (Van Der 





Aktivierung  führt  zur  Reduzierung  des  Energieverbrauchs  bis  hin  zu  katabolen  Prozessen. 
Eine FOXO‐Überexpression in Larven verzögert die Entwicklung und stoppt die Zunahme der 
Zellzahl und  ‐größe. Morphologisch  entwickelt  sich unter diesen Bedingungen der  gleiche 
Phänotyp, den man auch beim Hungern der Larven beobachten kann  (Junger et al., 2003; 
Kramer et  al., 2003).  In den  letzten  Jahren  ist eine Reihe weiterer Prozesse  in Drosophila 
direkt  mit  der  Transkriptionsregulation  durch  FOXO  verknüpft  worden,  wie  z.B.  die 
Stressresistenz (Junger et al., 2003) und die Regulation der Lebensspanne (Hwangbo et al., 
2004;  Salih  und  Brunet,  2008;  Slack  et  al.,  2011).  Es wurden  bereits  hunderte mögliche 
Zielgene von FOXO  identifiziert  (Alic et al., 2011; Gershman et al., 2007; Puig et al., 2003). 
Drei  Beispiele  für  Zielgene,  bei  denen  die  FOXO‐Regulation  nachgewiesen  ist, werden  im 
Folgenden kurz beschrieben.  
Ist  das  Nährstoffangebot  des  Organismus  niedrig  und  damit  auch  die  Aktivität  des 
Insulinsignalwegs  reduziert,  führt dies  zu einer  transkriptionellen Aktivierung der Lipase 4. 
Dadurch kommt es  zur  intrazellullären Lipolyse und Freisetzung von  freien Fettsäuren, die 













Vorgänge  in  Drosophila  eingreift.  Die  Komplexität  der  Zusammenhänge  liegt  in  der 












adulten  Stadium  deutlich  kleiner  als wildtypische  Fliegen  ist  (Fuss  et  al.,  2006).  Steppke 
gehört  zu der  Familie der  cytoplasmatisch  lokalisierten Cytohesine, die  von C. elegans bis 
zum Menschen konserviert sind (Kolanus et al., 1996). Nicht beschrieben sind Cytohesine für 




Cytohesine  sind  kleine  Guaninnukleotid‐Austauschfaktoren  (Small  Guanine  Nucelotide 
Exchange  Factors,  small  GEFs),  die  bei  ADP‐Ribosylierungs‐Faktoren  (ADP  Ribosylation 
Factors,  ARFs)  den  Austausch  von  GDP  zugunsten  von  GTP  vermitteln.  ARFs  wiederum 
gehören  zur  Klasse  der  Ras‐like  GTPasen  (Jackson  und  Casanova,  2000;  Randazzo  et  al., 
2001). Die beiden konservierten, funktionell beschriebenen Bereiche der Cytohesine sind die 
Sec7‐ und die PH‐Domäne. Die Sec7‐Domäne führt den Austausch der Guaninnukleotide aus, 
während  die  PH‐Domäne  für  die  Lokalisierung  an  der  Plasmamembran  der  Zelle  über 
Inositol‐Phospholipid‐Bindung verantwortlich ist (Klarlund et al., 1997; Kolanus et al., 1996). 







Trotz  ihrer  genetischen  Ähnlichkeit  werden  in  den  verschiedenen  Organismen  sehr 






2007).  In  Drosophila  und  in  der  Maus  wurde  Steppke  als  wesentlicher  Bestandteil  des 
Insulinsignalwegs beschrieben (Fuss et al., 2006; Hafner et al., 2006). 
In Drospohila  ist die Körpergröße  von  steppke‐Mutanten  gegenüber wildtypischen  Fliegen 
verringert, was sowohl auf eine Reduktion der Zellgröße als auch auf eine geringere Zellzahl 

















SecinH3 auch  für die humanen Cytohesine‐2 und  ‐3. Das gleiche gilt  für die konservierten 













Ebene,  aufgenommen  werden  können.  Mit  dem  niedermolekularen  SecinH3  und  den 
anderen  Mitgliedern  dieser  neuen  Klasse  von  Sec7‐Inhibitoren  (Secins)  steht  ein 



















zu  seiner  Verteidigung  über  ein  angeborenes  Immunsystem.  Dieses  Immunsystem  ist  in 
höheren Tieren konserviert, von den Signalwegen, welche die Infektion vermitteln, bis hin zu 
einer  Vielzahl  von  Effektormolekülen,  welche  die  Pathogene  direkt  angreifen. 
Möglicherweise gibt es ein solches oder ein ähnliches System bei allen mehrzelligen Tieren, 
den Metazoen (Lemaitre und Hoffmann, 2007). Ein adaptives Immunsystem dagegen, wie es 
sich  bei  den  Vertebraten  entwickelt  hat,  ist  bei  den  Invertebraten,  zu  denen  Drosophila 
gehört,  noch  nicht  beschrieben.  Es  gibt  allerdings  erste  Hinweise  auf  die  Existenz  eines 
Immungedächtnisses  in Drosophila  (Pham  et  al.,  2007). Der Hauptunterschied  der  beiden 
Systeme liegt in der Fähigkeit des angeborenen Immunsystems, auf Pathogene zu reagieren, 








Das  angeborene  Immunsystem  ist  in  der  Lage,  alle  Klassen  von  Pathogenen,  wie  Viren, 
Bakterien,  Pilze  sowie  ein‐  und  mehrzellige  Parasiten,  zu  bekämpfen.  Dazu  stehen  der 
Fruchtfliege  eine Vielzahl  höchst  unterschiedlicher  Effektormoleküle  zur Verfügung,  die  je 
nach  Erreger  und Ort  der  Infektion  eingesetzt werden  können.  Es  gibt  in  Drosophila  ein 
mehrschichtiges  Abwehrsystem,  in  dem  drei  Orte  der  Abwehr  voneinander  abzugrenzen 
sind.  Zwei  dieser  Orte  gehören  zur  sogennanten  systemischen,  einer  zur  lokalen 
Immunabwehr. 
Barriereepithelien  grenzen  den  Organismus  nach  außen  ab  und  bilden  die  erste 






diese  Epithelien  in  der  Lage,  Moleküle  zu  produzieren,  die  gegen  eindringende  Erreger 
wirken. Im Darm von Drosophila wurde ein System beschrieben, das bei lokaler Infektion mit 
Bakterien  zur  Produktion  von  zytotoxischen  Reaktiven  Sauerstoffspezies  (ROS,  Reactive 
Oxygen  Species)  führt  (Ha  et  al.,  2005;  Ritsick  et  al.,  2004).  Zusätzlich  können 
erregerspezifisch viele unterschiedlich wirkende Antimikrobielle Peptide  (AMPs) exprimiert 
werden  (Lemaitre  et  al.,  1997;  Tzou  et  al.,  2000).  Beide Mechanismen  sind  auch  für  den 
Darm von Säugetieren beschrieben (Bulet et al., 2004; Ritsick et al., 2004). 
Die  systemische  Immunantwort wird  von  der  zellulären Abwehr  in  der Hämolymphe  und 
vom  Fettkörper  der  Fruchtfliege  gebildet.  Der  Fettkörper  mit  direktem  Kontakt  zur 
Hämolymphe erstreckt sich vom Kopf bis in den Thorax der adulten Fruchtfliege. Er dient als 
Fettspeicher  und  ist  ein  metabolisch  hoch  aktives  Gewebe.  Er  wird  aber  auch  als 
Hauptimmunorgan  von Drosophila  gesehen, da  er bei  einer  Infektion  sehr  große Mengen 
AMPs exprimiert und in die Hämolymphe abgibt (Uvell und Engstrom, 2007).  
Die  zelluläre  Immunantwort wird  von den Hämozyten  gebildet. Ursprung der Hämozyten, 
der  Immunzellen  in der Hämolymphe,  ist die  Lymphdrüse, die hauptsächlich während des 
larvalen  Stadiums  und  der Metamorphose  von  Drosophila  aktiv  und  im  adulten  Stadium 
nicht mehr vorhanden  ist. Es  sind bisher drei  immunologisch aktive Zelltypen beschrieben 
(Williams, 2007). Plasmatozyten haben die Fähigkeit, Pilze und Bakterien durch Phagozytose 
aufzunehmen (Kocks et al., 2005). Größere Erreger wie Parasiten können über Einkapselung 
durch  Lamellozyten  bekämpft  werden,  wie  dies  für  die  parasitische  Wespe  Leptopilina 
boulardi  gezeigt  wurde  (Russo  et  al.,  1996).  Die  Erreger  werden  in  beiden  Fällen  durch 
lysosomale  Enzyme,  ROS  und  Stickoxide  zerstört  (Lemaitre  und  Hoffmann,  2007). 
Kristallzellen zerstören Mikroorganismen durch Melanisierung. Die für die Umwandlung von 
Tyrosin  zu  Melanin  benötigte  Prophenoloxidase  in  diesen  Zellen  in  kristalliner  Form 
gespeichert  und  wird  in  der  Nähe  von  Erregern  freigesetzt.  Die  bei  dem  Prozess  der 
Melanisierung entstehenden Verbindungen sind zum großen Teil zytotoxisch und bewirken 
die Zerstörung der Mikroorganismen (Meister, 2004).  








und  den  immunolgisch  aktiven  Geweben  der  Fruchtfliege  und  wie  die  nicht  bakterielle 





AMP  ist  der  Sammelbegriff  für  eine  Reihe  sehr  unterschiedlich  aufgebauter,  kleiner, 
kationischer  Peptide,  die  eine  antimikrobielle  Wirkung  entfalten  können.  Obwohl  einige 
homologe  Peptide  in  verschiedenen  Organismen  zu  finden  sind,  ist  die  evolutionäre 
Konservierung der meisten Peptidsequenzen nicht besonders hoch. Die Gruppe der AMPs 
definiert  sich  über  ihre  Funktion  (Lai  und  Gallo,  2009).  Sie  sind  die  wichtigsten 
Effektormoleküle  des  angeborenen  Immunsystems  aller  Tiere,  dienen  aber  auch  Pflanzen 




wobei  der  Wirkmechanismus  meist  noch  unbekannt  ist  (Lai  und  Gallo,  2009).  Was  die 
Wirkung vieler AMPs auf Bakterien angeht, wird ein Mechanismus angenommen, bei dem 
das  kationische  Peptid  in  die  nach  außen  negativ  geladene  Zellmembran  eindringt,  ihre 
Permeabilität verändert und Kanäle bildet. Dieser Mechanismus der Lyse der Zellen wurde 
erstmals  für  Defensine  beschrieben  (Boman,  1995).  Die  Folge  ist  entweder  die  Lyse  der 
Membran  oder  ein  Eindringen  von  intrazellulär  wirkenden  AMPs.  Mit  der 




wurden  viele  neue  Erkenntnisse  über  AMPs  in  Insekten  gewonnen,  vor  allem  über  die 





(Harder  et  al.,  1997;  Schonwetter  et  al.,  1995),  wurde  klar,  wie  wichtig  angeborene 
Abwehrmechanismen  auch  für  Wirbeltiere  sind,  die  sich  nicht  allein  auf  ein  adaptives 
Immunsystem verlassen können. Die beiden Systeme arbeiten vielfältig zusammen (Lai und 
Gallo,  2009),  wie  das  Beispiel  der  Interaktion  von  Defensinen  mit  dem  adaptiven 
Immunssystem in der menschlichen Haut zeigt. Defensine wirken dabei als Sensoren für eine 
Infektion und  führen als Chemokine dendritische Zellen und T‐Zellen an den  Infektionsort 
heran  (Chertov  et  al.,  2000;  Yang  et  al.,  2000). Die  vielfältigen  Eigenschaften  von  AMPs, 





Auch  in Drosophila bilden die AMPs nicht die einzige,  aber die wichtigste und  am besten 
beschriebene Gruppe von Effektormolekülen des angeborenen Immunsystems, vor allem in 
der lokalen Immunabwehr (De Gregorio et al., 2001; Lemaitre und Hoffmann, 2007). Es sind 
bisher  acht  verschiedene Klassen  von AMPs beschrieben, die  sich  in  ihrer Wirkung  gegen 
Mikroorganismen  und  ihrer  gewebespezifischen  Regulation  unterscheiden  (Uvell  und 
Engstrom,  2007).  Im  Fall  einer  Infektion  werden  AMPs  transkriptionell  aktiviert  und 
erreichen  innerhalb weniger  Stunden  ihre maximale  Transkriptionsrate.  Dabei werden  je 





Pilze  aktiviert,  der  Imd‐Signalweg  durch  gram‐negative  Bakterien.  Erkannt  werden  dabei 
Moleküle  der  Erreger  durch  extrazellulär  frei  bewegliche  oder  membrangebundene 
Rezeptoren, sogenannte PRRs (Pattern Recognition Receptors) (Ferrandon et al., 2007). Bei 
beiden  Kaskaden  führt  die  Signalweiterleitung  zu  einer  Translokation  von 
Transkriptionsfaktoren  der  Relish  (Rel)‐Familie  in  den  Zellkern,  wo  sie  an  NfkappaB‐
Bindemotive  in  den  Promotoren  der  AMPs  binden  und  deren  Expression  bewirkt.  Die 




Factor),  der  Transkriptionsfaktor  des  Imd‐Signalwegs  ist  Relish  (Lemaitre  und  Hoffmann, 
2007). Neben den AMPs  regulieren die beiden Kaskaden die Transkription  von 80 %  aller 
durch eine  Infektion  induzierten Gene  (De Gregorio et al., 2002). Weitere Signalwege der 





der Homöostase  der  kommensalen Mikroflora,  die  alle Barriereepithelien  besiedelt  (Uvell 
und Engstrom, 2007). Die Regulation der konstitutiven Expression ist dabei unabhängig von 
den  Mechanismen  der  infektionsabhängigen  Expressionskontrolle.  Sie  wird  von 
gewebespezifischen  Transkriptionsfaktoren  gesteuert,  die  aber  ‐  wie  auch  ihre 
Regulationsmechanismen  ‐  in  fast  allen  Fällen  noch  unbekannt  sind  (Lemaitre  und 
Hoffmann, 2007).  Im Darm  ist der Homöobox‐Transkriptionsfaktor Caudal beschrieben, der 

























Tiere  haben  höchst  unterschiedliche  Lebensspannen,  von  einigen  Stunden  bis  zu  über 
hundert Jahren, abhängig von ihrer ökologischen Nische (Barzilai et al., 2012). In dieser Zeit 
müssen  sie Nachwuchs  zeugen,  sein Überleben und damit das Überleben der eigenen Art 
sichern. Diesem Ziel dienen mehrere Lebensphasen. Zuerst wird der Entwicklungsprozess zu 
einem  selbständigen  Organismus  abgeschlossen,  darauf  folgt  eine  Phase  der 
geschlechtlichen  Reifung.  Sie  ist  meist  bestimmt  durch  ein  Größenwachstum  und  ‐ 
besonders bei weiblichen Tieren ‐ durch das Sammeln von Energiereserven als Vorbereitung 
der Versorgung des Nachwuchses. Bei einigen Organsimen, wie der  Fruchtfliege,  ist diese 
Phase  unterbrochen  von  der Metamorphose,  einer  fundamentalen Umstrukturierung  des 
gesamten Organismus. Bei vielen Vertebraten ist diese Phase auch bestimmt durch das Üben 
erblicher  Verhaltensrepertoires  oder  durch  soziales  Lernen,  wie  es  vor  allem  bei  den 
Säugetieren ausgeprägt ist. Das Ziel dieser Bemühungen ist die Fortpflanzung, die wiederum 
höchst  variabel mehrere  Zyklen umfassen  kann. Es  folgt bei einigen Tieren die Brutpflege 
und  vornehmlich bei  Säugetieren eine  von  sozialen Aufgaben bestimmte  Lebenszeit, auch 
nach Ende der Fortpflanzungsfähigkeit. 
Jeder  Organismus  ist  dabei  dem  Altern  unterworfen,  also  einem  Abnutzungs‐  und 
Beschädigungsprozess,  vor  dessen  Ende  alle  oben  beschriebenen  Phasen  durchlaufen 
werden.  Genetisch müssen  also  die  Vorausetzungen  geschaffen worden  sein,  gegen  alle 
schädlichen  innerlichen und äußerlichen Einflüsse das Überleben zu sichern und das Altern 
zu  verzögern.  Innerliche  Einflüsse  sind  z.B.  somatische  Mutationen  oder  zytotoxische 
Stoffwechselprodukte, äußerliche Einflüsse können Verletzungen, Strahlung oder pathogene 
Mikroorganismen sein (Kirkwood und Austad, 2000).  
Es  gibt  bisher  keine  einheitliche  Theorie,  die  das  Altern  evolutionär  oder  mechanistisch 
erklärt  (Kirkwood,  2005;  Vijg  und  Campisi,  2008). Man  geht  aber  davon  aus,  dass  keine 
genetischen  Programme  für  den  Tod  existieren,  sondern  es  vielmehr  eine  Reihe  von 
Mechanismen  gibt, welche  die  Folgen  schädlicher  Einflüsse  auf  den Organismus  über  die 





der  Gewebereparatur,  der  Stressresistenz,  der  Energiehomöostase  und  der 
Immunregulation  beteiligt  sind,  so  u.a.  auch  der  Insulinsignalweg  (Barzilai  et  al.,  2012; 
Giannakou  und  Partridge,  2007;  Vijg  und  Campisi,  2008).  Eine  der  heute  gängigsten 
Vorstellungen über das Altern und die mit  ihm zusammenhängenden Phänomene  ist  in der 
"Disposable  Soma  Theory"  (Wegwerfkörper  ‐  Theorie)  zusammengefasst  (Kirkwood, 1977) 
(Abb.7): Die energetische Investition in den Schutz und den Erhalt des somatischen Gewebes 
führt  zu  einer  Verlängerung  der  Lebensspanne.  Dem  entgegen  steht  die  notwendige 
Investition  in Wachstum und Reproduktion, was beides Schäden an  somatischem Gewebe 
verursacht. Dadurch werden erneut energetische Investitionen in Erhalt des Gewebes nötig, 
da es  sonst  zu einer Degeneration  auf molekularer,  zellulärer und organischer Ebene und 
schließlich zu Erkrankungen kommt (Kirkwood, 2008). Insgesamt sind sowohl Wachstum und 
Reproduktion,  als  auch  das  Hinauszögern  des  Alterns  kostenintensive  Prozesse,  die 











Drosophila  eignet  sich  neben  C.  elegans  für  die  Erforschung  von  Alterungsprozessen  und 




beträgt  etwa  acht  Wochen  und  ist  durch  Temperatur,  Nahrung  und  genetische 
Manipulationen  sehr  flexibel  und messbar  zu  beeinflussen.  Da  die  am  Altern  beteiligten 
Gene  und  Signalwege  evolutionär  konserviert  sind,  lassen  sich  die  Erkenntnisse  aus  der 
Fruchtfliege gut auf andere Organismen wie Vertebraten übertragen  (Fontana et al., 2010; 
Paaby und Schmidt, 2009).  
Es  sind  schon  eine  Reihe  von  Genen  beschrieben  worden,  die  einen  Einfluss  auf  den 
Alterungsprozess  von  Drosophila  haben.  Gemessen  wird  meistens  die  Verlängerung  der 
Lebensspanne  der  Tiere,  aber  auch  ihre  Gesundheit  und  Fitness  nach  der Mutation  des 
untersuchten  Gens.  Die  Auswirkungen  einer  solchen Mutation  sind  immer  abhängig  von 





Komponente des  Insulinsignalwegs der Fall  ist  (Paaby und Schmidt, 2009). Diese Kaskaden 
sind  vor  allem  an  der  Regulation  der  Energiehomöostase  und  der  Verarbeitung  von 
zellulärem  Stress  beteiligt.  Beispiele  von  Genen,  die  an  der  zellulären  Stressantwort 
mitwirken  und  den  Alterungsprozess  positiv  beeinflussen,  sind  die  Enzyme  Catalase  und 
Superoxide Dismutase. Sie sind in der Lage, zytotoxische ROS (reaktive Sauerstoffspezies) zu 
reduzieren,  und  ihre  Überexpression  führt  zu  einer  verlängerten  Lebensspanne  (Orr  und 
Sohal, 1994). Die Mitglieder der Familie der Hitzeschockproteine (HSP, heat‐shock proteins) 
sind  als  sogenannte  Chaperone  an  der  korrekten  Faltung  von  Proteinen  beteiligt  und 
verhindern  die  Akkumulation  von  fehlgefalteten  Proteinen.  Auch  ihre  Überexpression 
scheint zu einer verlängerten Lebensspanne zu führen (Tatar et al., 1997; Wang et al., 2004). 
Die Sirtuine sind eine besonders prominente und gut erforschte Familie von Genen, die an 
der  Regulation  der  Lebensspanne  beteiligt  sind.  Sie  sind  hoch  konservierte  Histon‐
Deacetylasen, die Genexpression direkt durch die Modifizierung von Histonen beeinflussen 
können,  aber  auch  indirekt  über  die  Regulation  einer  Reihe  von  Transkriptionsfaktoren, 
darunter  FOXO.  Dadurch  wirken  sie  auf  fast  alle  Prozesse  ein,  die  bisher  mit  Altern  in 










konserviert,  wie  schon  in  C.  elegans  und  in  der  Maus  nachgewiesen  (Giannakou  und 
Partridge,  2007).  Bereits  für mehrere  Komponenten  der  Kaskade wurde  gezeigt,  dass  sie 




Bisher  ist  der Mechanismus,  durch  den  der  Insulinsignalweg  auf  die  Lebensspanne wirkt, 
noch  nicht  aufgeklärt.  Es  wird  diskutiert,  ob  eine  Kombination  der  vielen  hier  bereits 
beschriebenen  Einflüsse  der  Kaskade  auf  den  Organismus  zur  Verlängerung  der 
Lebensspanne führt oder nur ein einzelner Mechanismus (Giannakou und Partridge, 2007). 
Eine  entscheidende  Rolle  spielt  der  Transkriptionsfaktor  FOXO  am  Ende  der 
Insulinsignalkaskade. Seine Aktivierung hat eine Verlängerung der Lebensspanne zur Folge, 
wie  erstmals  Versuche  im  Fettkörper  von  Drosophila  zeigten  (Hwangbo  et  al.,  2004).  Es 
wurde weiterhin gezeigt, dass nicht alle Effekte des Insulinsignalwegs über FOXO vermittelt 
werden.  Versuche  in  foxo‐Mutanten  weisen  aber  darauf  hin,  dass  der  Einfluss  auf  die 
Lebensspanne  von  dem  Transkriptionsfaktor  abhängt  (Slack  et  al.,  2011).  Auch  die 







Bei  einem  kürzlich  in  Drosophila  entdeckten  neuen  Mechanismus  zur  Regulation  der 
Expression von AMPs sind die klassischen Immunsignalwege Toll und Imd nicht beteiligt. Der 
Mechanismus ist unabhängig von einer Infektion des Organismus und wirkt unter normalen 




damit  vom  physiologischen  Zustand  des  Tieres.  Experimente  in  Drosophila‐Larven  haben 
diesen Zusammenhang aufgedeckt.  In Mutanten der Signalwegskomponenten Steppke und 
Chico  sind  die  Transkriptlevel  vieler  AMPs  erhöht.  Auch  die  Reduktion  der 
Signalwegsaktivität durch Inhibierung auf Proteinebene oder das Hungern der Tiere führt zu 
einer erhöhten Transkriptionsrate von AMPs, selbst wenn die Toll und Imd Signalwege durch 
Mutation  deaktiviert  sind.  Dieser  Mechanismus  funktioniert  allerdings  nicht  in  foxo‐
Mutanten, denn es ist der FOXO‐Transkriptionsfaktor am Ende des Insulinsignalwegs, der die 
AMP‐Genexpression  vermittelt  (Abb  8).  Seine  Überexpression  führt  zu  einer 
transkriptionellen AMP‐Aktivierung. Dieser  FOXO‐abhängige Mechanismus  ist  zellautonom 














Welche  biologische  Funktion  der Mechanismus  der  FOXO‐abhängigen  AMP‐Regulation  im 
Organismus erfüllt und wie seine Wirkung die klassischen Komponenten des Immunsystems 
ergänzt,  ist  bisher  noch  nicht  bekannt. Hinweise  aus  der  aktuellen  Forschung  deuten  auf 
einen  Zusammenhang  zwischen  den  beiden  FOXO‐abhängigen  Einflüssen  auf  die 
Immunabwehr  und  die  Regulation  der  Lebensspanne  hin.  Dies  aufzuklären  steht  im 










































































(VE),  sterilem  Wasser  hergestellt.  Medien  für  Bakterien‐  und  Zellkultur  sowie  für  die 














RF2  10  mM  Mops;  10  mM  RbCl2,  10  mM  CaCl2;  15  %  (v/v) 
Glycerin (pH 7,0) 
TAE   40 mM Tris Acetat (pH 8,0); 1 mM EDTA 





























































Name  Verbunden mit  Quelle  Eingesetzte 
Verdünnung 
Mouse anti‐rabbit  Alexa 488  MoBiTec  1 : 200 
Phalloidin  Alexa 565  MoBiTec  1 : 100.000 











































































































Wenn  in  den  folgenden  Abschnitten  nicht  anders  beschrieben,  wurden  alle  Arbeiten, 








350  µl  RA1  Puffer  aus  dem  Kit  durch  Vortexen  lysiert.  Für  die  Lyse  von  Larven,  adulten 
Fliegen oder deren Gewebe wurden 600 µl RA1 Puffer verwendet. Die Proben wurden in  
2  ml  Schraubdeckel‐Reaktionsgefäße  mit  etwa  30  Glasperlen  (Roth)  transferiert  und  in 
einem  Precellys‐Homogenisator  (Peqlab)  bei  6000  rpm  dreimal  10  s  aufgeschlossen.  Die 
weitere Isolierung und Reinigung der RNA wurde nach der Anleitung des Herstellers für die 






Konzentration  und  mögliche  Verunreinigungen  der  isolierten  RNA  wurden  mit  einem 
NanoDrop (Thermo Scientific) und dem vom Hersteller vorgegebenen Programm bestimmt. 
Dazu wurden 1,5 µl der RNA Lösung auf die Messeinheit des Gerätes gegeben, mit Licht der 
Wellenlänge  260  nm  durchstrahlt  und  das  Absorbtionsspektrum  ausgewertet.  Die  so 
vermessene RNA wurde zur Kontrolle zusätzlich  in einer Konzentration von 500 ng auf ein 









Für  die  Transkription  von  RNA  in  cDNA  wurde  das  QuantiTect  reverse  transcription  kit 
(Qiagen) verwendet. Alle  Inkubationsschritte wurden  in einem Thermocycler durchgeführt. 
Je  nach  Verfügbarkeit  wurden  100  ng  bis  500  ng  gesamt  RNA  eingesetzt.  Um 
Kontaminationen genomischer DNA zu entfernen, wurde die Proben mit 2 µl DNA wipeout 




Reverse  Transcriptase  gegeben  und  durch  Vortexen  gemischt.  Die  reverse  Transkription 
wurde bei 42 °C 30 min durchgeführt, das Enzym anschließend durch 3 min  Inkubation bei 







das Pellet  in 200 µl  TELT Puffer mit  Lysozym  in einer Konzentration  von 10 mg/ml durch 









Für  die  Isolierung  großer  Mengen  sehr  reiner  Plasmid  DNA  für  Klonierungen  oder 
Transfektionen wurde das Nucleospin Plasmid AX100 Kit  (Macherey Nagel) verwendet. Die 






Dazu  wurden  je  nach  Größe  der  zu  trennenden  DNA‐Fragmente  1  –  2%ige  Agarosegele 
verwendet.  Die  Agarose  wurde  in  TAE‐Puffer  in  einer  Mikrowelle  aufgekocht  und 
anschließend  auf  etwa  60  °C  abgekühlt.  Zur  späteren Detektion  von DNA  unter UV‐Licht 
wurde  der  fluoreszierende,  DNA‐interkalierende  Farbstoff  SybrSafe  (Invitrogen)  in  einer 




DNA wurde  aus  Agarosegelen  oder  nach  enzymatischen  Reaktionen mit  dem Nucleospin 
Extract  II  Kit  (Macherey  Nagel)  aufgereinigt.  Die  Aufreinigung  wurde  nach  dem 
Standardprotokoll des Herstellers durchgeführt. 
Die  Konzentration  und  die  Qualität  von  DNA  wurden  mit  einem  NanoDrop  (Thermo 






Klonierung wurde  genomische DNA  aus  Fliegen  isoliert. Dazu wurden  ein  bis  acht  adulte 
Fliegen  in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß durch  flüssigen  Stickstoff  schockgefroren und mit 
einem Stößel zu Pulver zerrieben. Für die Lyse wurden die Fliegen  in 400 µl Puffer A 1 min 




































Intensität  des  Signals  mit  dem  Signal  eines  Standards  vergleichbarer  Länge  in  einem 
Agarosegel abgeschätzt. 
Für  die  Ligation  von  DNA‐Fragment  und  Vektoren  wurde  die  T4  DNA‐Ligase  (Roche) 
verwendet. Der Reaktionsansatz bestand aus 1 µl Ligase und 1 µl 10fach‐Ligationspuffer  in 





Es  wurde  das  TOPO  TA  Cloning  Kit  (Invitrogen)  und  das  vom  Hersteller  angegebene 
Standardprotokoll mit  halben  Volumen  verwendet. Um  ein DNA‐Fragment  für  die  TOPO‐
Klonierung  einsetzen  zu  können,  ist  eine  3'Adenin‐Überhang  für  die  spätere  Ligation mit 
dem  TOPO  pCR  II‐Vektor  erforderlich. Diese wurden  in  einer GoTaq  Polymerase‐Reaktion 
angefügt. Dazu wurden 1 µg des DNA‐Fragments, 5 µl 5fach GoTaq‐Puffer, 1 µl dNTPs und 
0,5  µl  GoTaq‐Polymerase  (Promega)  gemischt  und  mit  VE‐Wasser  auf  25  µl  Volumen 
aufgefüllt. Der Reaktionsansatz wurde 15 min bei 72 °C inkubiert und anschließend die DNA 
mit dem Nucleospin Extract Kit II (Macherey Nagel) aufgereinigt. 
Nach der Ligation   mit dem TOPO pCR  II‐Vektor wurde 1 µl des Reaktionsansatzes  in One 
Shot TOP10‐Bakterien transfomiert. LB‐Agarplatten wurden mit 50 µl XGal beschichtet und 








37  °C,  220  rpm/min  ÜN  inkubiert.  Bei  einer  optischen  Dichte  von  0,5  bei  Licht  einer 
Wellenlänge von 550 nm, gemessen in einem Photometer, wurden die Bakterien der Kultur 





auf  Eis  inkubiert.  Dann  wurden  die  Bakterien  erneut  pelletiert,  in  4,5  ml  RF‐2‐Lösung 
resuspendiert  und  15 min  auf  Eis  inkubiert.  Aliquots  dieser  Suspension wurden  dann  in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei ‐80 °C gelagert. 
Unmittelbar vor der Transformation wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut und 100 µl der 
Suspension  mit  100  ng  –  500  ng  Plasmid  DNA  duch  leichtes  Schütteln  gemischt.  Die 
Suspension wurde 20 min auf Eis inkubiert, dann 1 min auf 42 °C erhitzt und auf Eis wieder 
abgekühlt.  Bei  diesem  Hitzeschock  nehmen  die  Bakterien  die  Plasmid  DNA  auf.  Die 
Suspension  wurde  auf  1  ml  mit  LB‐Medium  aufgefüllt,  1  h  bei  37  °C  und  500  rpm  im 
Thermomixer  inkubiert.  Dann  wurden  die  Bakterien  1  min  bei  1.000  rcf  pelletiert,  der 
Überstand abgeschüttet und das Pellet im Reflux durch Vortexen suspendiert. Anschließend 






Cloner  (Serialbasics)  ausgewählt.  Synthetisiert wurden  sie  von den  Firmen Metabion oder 
Invitrogen. Die Primer wurden entsalzt und in einer Konzentration von 100 pmol/µl bestellt. 
Für den Einsatz  in der quantitativen Real Time PCR müssen Primer ähnliche Eigenschaften  






Für  analytische  Untersuchungen  wurde  die  GoTaq  (Promega)  als  Polymerase  eingesetzt. 
Sollten  die  amplifizierten DNA‐Fragmente  für  eine  spätere  Klonierung  eingesetzt werden, 





0,5  µl  dNTPs  gemischt.  Je  nach  Anwendung  wurden  5  µl  GoTaq  oder  2,5  µl  Pfu‐Puffer 
verwendet.  Nach  Zugabe  von  0,125  µl  GoTaq  oder  0,5  µl  Pfu‐Polymerase  wurde  der 
Reaktionsansatz auf ein Volumen von 25 µl mit VE‐Wasser aufgefüllt.  
Für  die  PCRs  wurde  das  folgende  Zyklen‐  und  Temperaturprotokoll  verwendet.  Die 
Annealingtemperatur  wurde  den  Schmelztemperaturen  der  eingesetzten  Primer,  die 
Elongationszeit  der  Länge  des  zu  amplifizierenden  PCR‐Produktes,  sowie  der 
Geschwindigkeit  der  verwendeten  Polymerase  und  die  Anzahl  der  Zyklen  der  benötigten 
finalen Produktmenge angepasst. 
 
Zyklen (Anzahl)  Temperatur (°C)  Dauer (s)   Vorgang 














Zur  Einführung  von  Punktmutationen  in  ein  Zielgen  auf  einem  Plasmid  wurde  das 
QuickChange  Lightning  Multi  Site‐Directed  Mutagenesis  Kit  (Stratagene)  nach  dem 
Standardprotokoll des Herstellers  verwendet. Methylierte Plasmid‐DNA wurde  aus  E.  coli‐






Bakterien  transformiert. Die  transfomierten Bakterien wurden auf  LB‐Ampicilinagarplatten 








Für  die  quantitative  Real  Time  PCR wurde  das  iQ5  Real  Time  PCR Detektionssystem  von 




optimale Annealing‐Temperatur bei 59  °C  liegt. Vor  ihrem experimentellen Einsatz wurden 




Schmelzkurvenanalyse  durchgeführt.  Primer,  die  Dimere  bilden, wurden  für  Experimente 
nicht weiter berücksichtigt. 
Jede  Probe  wurde  in  Duplikaten  oder  Triplikaten  auf  96  well‐Platten  pipettiert.  Die 
verwendete cDNA wurde wie bereits beschrieben aus  isolierter Gesamt‐RNA hergestellt.  In 
Mastermixen  wurden  cDNA  mit  VE‐Wasser  und  die  Primer  mit  SYBRGreen  Supermix 
angesetzt  und  dann  untereinander  zu  Reaktionsansätzen  kombiniert.  Pro  25  µl 




Zyklen (Anzahl)  Temperatur (°C)  Dauer (s)   Vorgang 


















Bedingungen  transkriptionell nicht  reguliert war.  Im Ergebnisteil dieser Arbeit werden die 
Expressionsdaten  immer  relativ  zu  einer  experimentellen  Kontrolle  dargestellt,  deren 
Expressionslevel auf den Wert 1 gesetzt wurde. Wenn es nicht anders beschrieben ist, wird 
immer  die  Kombination  aus  mindestens  zwei  biologisch  unabhängigen  Experimenten 








Alle  Bakterienstämme wurden  bei  ‐80  °C  in  50 % Glycerol  gelagert. Die  noch  gefrorenen 
Bakterien  wurden  mit  einer  Impföse  abgekratzt  und  auf  einer  LB‐Agarplatte  mit 











eine  Rifampicinresistenz.  Sie  wurden  auf    LB‐Agarplatten  mit  100  µg/ml  Rifampicin 
ausgestrichen und 24 h bei 29 °C inkubiert. Flüssigkulturen wurden in 500 ml LB‐Medium mit 





wichtigen  Virulenzfaktoren  verlieren  können,  wurden  sie  auf  die  Anwesenheit  dieses 
Plasmids  selektiert.  Für  die  Selektion  wurden  die  Bakterien  auf  LB‐Agarplatten  mit 













Drosphila  Schneider‐Zellen  (S2‐Zellen,  Invitrogen) wurden  in  250 ml  Zellkulturflaschen  in 
Schneiders Medium (Invitrogen), 10 % FCS (Biowest) und 1 % Penicilin/Streptamycin bei 25 
°C  inkubiert.  Sie wurden  zweimal  in der Woche, wenn die Zellen  zu etwa 90 %  konfluent 
waren, passagiert und dabei im Verhältnis 1 : 3 verdünnt. Nach etwa 25 Passagen wurden sie 
durch neue Zellen ersetzt.  
Für  Experimente wurden  die  S2‐Zellen  in  24 Well‐Platten mit  0,5  x  10  6  Zellen  pro Well 
ausgesät. Dazu wurde das alte Medium abgenommen und  frisches Medium  in die Flasche 
gegeben.  Die  adhärenten  Zellen  wurden  durch  Klopfen  gelöst,  ihre  Anzahl  mit  einer 











Cellfectin  (Invitrogen)  und  1,5  µg  je  Plasmid  durch  leichtes  Vortexen  in  einem  1,5  ml 









S2‐Zellen  wurden  6  h  in  Schneiders  Medium  ohne  FCS  bei  25  °C  inkubiert,  um  einen 
Hungerzustand  zu  induzieren.  Dann  wurden  sie  16  h  mit  einer  bisher  unbeschriebenen 
Secinverbindung oder als Referenz mit SecinH3,  jeweils  in einer Konzentration von 10 µM 
behandelt.  Alle  Secinverbindungen  wurden  in  DMSO  gelöst  und  bei  RT  aufbewahrt.  Die 
Endkonzentration von DMSO im Medium der Versuchsansätze und der Kontrollen betrug 0,5 
%. Es  folgte  für die Dauer von 2 h eine Stimulation mit 5 µg/ml  Insulin  (Sigma). Kontrollen 
wurden mit und ohne Secin sowie mit und ohne Insulinstimulation durchgeführt.  













Stammes  mit  jungen  Männchen  eines  anderen  Stammes  in  einem  Fliegenröhrchen  mit 



















wenigen  Stunden  nach  der  Aufnahme  wirksam.  Zusätzlich  zur  zeitlichen  Steuerung  der 
Induktion des Systems kann durch die Wahl der Konzentration des eingesetzten Mifepristons 











Bei  den  Überlebensexperimenten  wurden  dem  Fliegenfutter  niedermolekulare 
Verbindungen der Secin‐Klasse und Antibiotika zugesetzt. Die Zugabe erfolgte während der 














Pipettenspitze  hinein  gesteckt. Die Nahrung wurden  den  Fliegen  über  eine  0,5  µM  dicke 




der  Entnahme  gemessen  und  aus  der  Differenz  der  beiden  Zeitpunkte  und  aus  der 
Verdunstungskontrolle  die Nahrungsaufnahme  pro  Fliege  in  nl/h  berechnet. Die Messung 
wurde täglich in einem Messzeitraum von 10 Tagen ausgeführt. Die ersten drei Tage dienten 
der  Gewöhnung  der  Fliegen  an  den  experimentellen  Aufbau  sowie  an  die  neuartige 
Nahrungszufuhr  und  wurden  von  der  Auswertung  ausgeschlossen.  Pro  experimenteller 










Kreuzungen  von  Fliegen  für  anschließende  Untersuchungen  zur  Lebensspanne  der 
Nachkommen  durch  Überlebensexperimente  wurden  auf  Standardfutter  angesetzt.  Die 
Nachkommen  der  Elterntiere wurden  jeden  Tag  abgesammelt  und  zur  Paarung  in  frische 
Fliegenröhrchen mit Standardfutter gesetzt. Nach  zwei Tagen wurden die Weibchen unter 
CO2‐Betäubung gesammelt und  in Gruppen von 22 Tieren auf Langlebigkeitsfutter gesetzt. 
Für  ein  Experiment  wurden  mindestens  5,  in  der  Regel  10  Gruppen  pro  Bedingung 
eingesetzt.  Für  die  folgende  Untersuchung  zur  Überlebenszeit  wurden  die  Fliegen  in 
Inkubatoren mit  einem  12stündigen  Tag‐Nachtzyklus  bei  25  °C  und  60 %  Luftfeuchtigkeit 
gehalten. Alle zwei bis drei Tage wurden die Fliegen auf frisches Futter überführt und dabei 
die  toten  Tiere  entfernt.  Die  Anzahl  der  gestorbenen  Tiere  wurde  täglich  notiert. 
Entnommene, entwichene und versehentlich getötete Fliegen wurden ebenfalls notiert und 









die Überlebenswahrscheinlichkeit  (Überleben) einer Gruppe  gegen die  Zeit darstellen.  Für 
die Bewertung des Vergleichs von Überlebenswahrscheinlichkeiten wurde der Log‐Rang‐Test 
verwendet. Außerdem wurde die mittlere Überlebenszeit berechnet, also der Zeitpunkt, zu 





Proben mit  ungleicher  Varianz  analysiert.  Die  Ergebnisse wurden  in  Boxplots  dargestellt, 
wobei der Median das untere und das obere Quartil  trennt und das Kreuz den Mittelwert 







Für  natürliche,  orale  Infektionen wurde  entweder  P.  entomophila  oder  E.  carorovora  15 
verwendet. ÜN‐Kulturen der Bakterien wurden bei 4 °C und 1.000 rcf 15 min pelletiert. Die 
Pellets  wurden  im  Verhältnis  1  :  4  mit  einer  10  %igen  Saccharose‐Lösung  in  PBS 
homogenisiert.  500  µl  dieser  Bakterienlösung  wurden  dann  auf  Faltenfilter  in  leeren 
Fliegenröhrchen  pipettiert.  Als  feuchte  Kammer  für  diese  Fliegenröhrchen  dienten  50 ml 
Falcons, befüllt mit 5 ml Wasser. In jedes Fliegenröhrchen wurden 10 weibliche befruchtete 









freigesetzten  Bakterien  wurden  in  zwei  Schritten  1  :  10.000  verdünnt.  100  µl  dieser 
Verdünnung  wurden  auf  LB‐Rifampicin‐Agarplatten  ausgestrichen  und  18  h  bei  29  °C 
inkubiert. Die Kolonien wurden gezählt und die durchschnittliche bakterielle Beslastung des 
Darms  durch  das  Pathogen  wurde  berechnet.  Die  relativen  Mittelwerte  von  mehreren 















der  Immunfluoreszenzfärbung  wurden  die  Gewebe  wie  in  Kapitel  4.3.15  beschrieben 
behandelt. Sollte die RNA isoliert werden, wurden 10 Därme pro experimenteller Bedingung 





Fixierung und  Färbung  von präparierten Geweben  adulter  Fliegen  fanden  in  einem  1,5 µl 



























Promotorregion  des  Gens  wurde  ein  Cluster  mit  zwei  FOXO‐  und  drei  Forkhead‐
Bindemotiven indentifiziert (Becker et al., 2010). Eine dieses Cluster umfassende, 2 kb lange 
Region  stromaufwärts  des  Drosomycin‐Transkripts wurde  als  Promotor  definiert.  Um  die 
direkte  Abhängigkeit  der  FOXO‐Regulation  von  Drosomycin  von  den  identifizierten 
Bindestellen  zu  zeigen, wurden  unterschiedlich mutierte  Varianten  des  Promotors  in  ein 
pGL3–Luciferase‐Reporterplasmid  kloniert.  Das  wildtypische  Konstrukt  Drs‐WT  und  das 





1345  (Abb.  9),  deren  Mutationen  mit  dem  QuickChange  Lightning  Multi  Site‐Directed 
Mutagenesis  Kit  zuvor  erzeugt worden waren.  Bei  der Mutation  der  FOXO‐Bindestelle  an 





Abbildung  9  Schematische  Darstellung  der  Drosomycin‐Promotor‐Konstrukte.  Markiert  sind  die 
Positionen  der  FOXO‐Bindemotive  (schwarz),  der  Forkhead‐Bindemotive  (dunkel  grau)  und  des 















Drs‐WT  GTAAACAA  TGTTTAT TTGTTTAC TTGTTTAT  TTGTTTAT
Drs‐1  GT ‐ ‐ AGGA  TGTTTAT TTGTTTAC TTGTTTAT  TTGTTTAT
Drs‐12  GT ‐ ‐ AGGA  TCTTTAT TTGTTTAC TTGTTTAT  TTGTTTAT
Drs‐13  GT ‐ ‐ AGGA  TGTTTAT TCCTTTAC TTGTTTAT  TTGTTTAT
Drs‐1345  GT ‐ ‐ AGGA  TGTTTAT TCCTTTAC TTCTTTAT  TTCTTTAT
 






Um  zu  zeigen, dass die Aktivierung der  Expression  von Drosomycin durch  FOXO  von dem 
FOXO/Forkhead‐Bindemotivkluster  im  Promotor  des  Gens  abhängig  ist,  wurden  das 
wildtypische  Konstrukt  pGL3‐Drs‐WT  (Drs‐WT)  und  das  Deletionskonstrukt  pGL3‐Drs‐1‐5 
(Drs‐1‐5)  in Drosophila  S2‐Zellen  getestet.  Je  eines  der  Konstrukte wurde mit  den  beiden 
Plasmiden  pMT‐GAL4  und  pUAS‐foxo‐gfp  co‐transfiziert.  Über  den  Metallothionein‐
Promotor  des  pMT‐Plasmids wurde  die  Expression  von GAL4  durch  Inkubation mit CuSO4 





dem  Genom  der  S2‐Zellen  verwendet  werden.  Um  die  Expression  in  Abhängigkeit  des 
exprimierten  FOXO‐Proteins  darzustellen,  wurden  deshalb  die  Expressionslevel  der 
Luciferase gegen die Transkriptmenge von  foxo‐gfp normalisiert. Um ein Hintergrundsignal 
von  wildtypischer  foxo‐Expression  auszuschließen  wurden  gfp‐spezifische  Primer  für  die 
Messung verwendet. 
Nach  Induktion der  foxo‐gfp‐Expression war eine deutliche Erhöhung der Transkriptmenge 
von  Luciferase  bei  Vergleich  des  pGL3‐Drs‐WT‐Plasmids  mit  dem  Hintergrundsignal  des 
leeren  Kontroll‐pGL3‐Plasmids  zu  erkennen  (Abb.  11).  Im  Vergleich  des  pGL3‐Drs‐1‐5‐








Abbildung  11  FOXO‐abhängige  Transkription  von  Drosomycin.  Expressionlevel  des  Luciferase‐
Reporters  nach  Aktivierung  des  Drosomycin‐Promotors  durch  FOXO‐GFP  Induktion  in  S2‐Zellen. 
Vergleich zwischen dem wildtypischen Konstrukt (Drs‐WT) und dem Deletions‐Konstrukt (Drs‐1‐5). Die 





Wie  bereits  gezeigt,  ist  der  FOXO/Forkhead‐Bindemotivcluster  essentiell  für  die  Induktion 
der Transkription über den Promotor  von Drosomycin. Bei dem Konstrukt Drs‐1‐5  ist eine 
Sequenz mit der Länge von 476 Basen deletiert. Um nachzuweisen, dass ausschließlich die 
FOXO/Forkhead‐Bindemotive  und  keine  weiteren,  bisher  nicht  identifizierten 
regulatorischen  Sequenzen  im Bereich der Deletion  relevant  für die  FOXO‐Induktion  sind, 




Level  reduzierte  sich  aber noch einmal um die Hälfte, wenn die Bindemotive  an den  vier 
Positionen ‐990,‐867, ‐824 und ‐812 mutiert waren  (Abb. 12). Die Transkriptmenge ließ sich 





Promotor  ist  also  ausreichend  und  notwendig,  um  eine  FOXO‐abhängige  Transkription  zu 
induzieren. 
 
Abbildung  12  Abhängigkeit  der  Drosomycin‐Expression  von  FOXO/Forkhead‐Bindemotiven. 
Expressionlevel  des  Luciferase‐Reporters  nach Aktivierung  des Drosomycin‐Promotors  durch  FOXO‐
GFP‐Induktion  in  S2‐Zellen.  Vergleich  zwischen  dem  wildtypischen  Konstrukt  (Drs‐WT)  und 




Die  Klonierung  wurde  zusammen  mit  Thomas  Becker  und  Anna  Aschenbrenner 







2006).  Es wurde  gezeigt,  dass  Steppke  für  die  Regulation  des  larvalen Größenwachstums 
benötigt  wird.  Auch  Chico,  eine  weitere  Komponente  des  IlS,  ist  ein  Regulator  dieses 






mit  transheterozygoten  steppkeK/SH‐Mutanten  durchgeführt,  bei  denen  die  steppke‐
Transkriptmenge auf 10 % gegenüber wildtypischen Tieren reduziert  ist  (Fuss et al., 2006). 
Die beiden Allele steppkek08110 und steppkeSH0323 wurden durch Kreuzung der beiden Linien 
kombiniert.  Die  Linien  wurden  vorher  durch  achtfache  Rückkreuzung  mit  der  w1118‐
Kontrolllinie  isogenisiert  (durchgeführt  von  Ingo  Zinke).  Für  diese  und  alle  weiteren 
Überlebensexperimente  wurden  weibliche  adulte  Drosophila  in  Gruppen  von  22  Fliegen 





signifikant verlängert  (Abb. 13 a und b). Kombiniert ergab  sich eine  signifikante Erhöhung 
der relativen mittleren Überlebenszeit von 20 % (Abb. 13 c). 
Die  aufgenommene  Nahrungsmenge  eines  Organismus  hat,  vor  allem  über  die  daraus 
resultierende Regulation des IlS, einen Einfluss auf seine Lebenserwartung. Eine Reduzierung 
der  zugeführten  Nahrung,  insbesondere  von  Proteinen,  kann  zu  einer  Verlängerung  der 
Lebensspanne von Drosophila  führen  (Fontana et al., 2010; Strauss, 2001). Um den Effekt 
einer  Lebensverlängerung  durch  eine  reduzierte  Nahrungsaufnahme  der  steppkeK/SH‐
Mutante  gegenüber  den  w1118‐Fliegen  auszuschließen,  wurde  in  einem  CAFE‐Assay  die 
Nahrungsaufnahme der beiden Fliegenlinien pro Stunde ermittelt. Ein positiver Einfluss auf 








Abbildung  13  Die  IlS‐Mutante  steppkeK/SH  hat  eine  verlängerte  Lebensspanne.  (a  und  b) 
Überlebensexperimente  mit  steppkeK/SH‐Mutanten  im  Vergleich  zu  isogenen  w1118‐Kontrollen.  (c) 
Relative mittlere Überlebenszeit der beiden kombinierten unabhängigen Experimente.  (D) Messung 
der Nahrungsaufnahme der  steppkeK/SH‐Mutanten  im Vergleich  zu den Kontrollen mit  einem CAFE‐





Der  chemische  Inhibitor  SecinH3  bindet  spezifisch  an  die  Sec7‐Protein‐Protein‐
Interaktionsdomäne  von Mitgliedern der Cytohesin‐GEF‐Familie  in Mäusen und Menschen 
(Hafner et al., 2006).  In Drosophila wurde ein Mitglied dieser Proteinfamilie als essentielle 
Komponente des  IlS  identifiziert  (Fuss et al., 2006). Das Gen wurde aufgrund der auch  für 
andere  IlS‐Mutanten  typischen,  reduzierten Körpergröße  im  larvalen und adulten Stadium 
steppke genannt. Nach Aufnahme durch die Nahrung  inaktiviert SecinH3 die Funktion von 
Steppke und reduziert so die Aktivität des IlS. Damit induziert diese chemische Inhibition der 




Manipulation  des  Signalwegs  oder  eine  stark  reduzierte Nahrungszufuhr  erzeugt werden. 
Dies  sind  in  Larven  z.B.  reduziertes  Größenwachstum  oder  die  Induktion  von  FOXO‐
Zielgenen, wie  4E‐BP  oder AMPs  (Becker  et  al.,  2010;  Fuss  et  al.,  2006).  In  dieser Arbeit 
wurde  bereits  gezeigt,  dass  eine  Mutation  des  steppke‐Gens  zu  einer  Verlängerung  der 
Lebensspanne  von  adulten  Fliegen  führt  (Abb.  13).  Die  Erzeugung  eines  solchen  Effekts 
durch eine Verbindung, die durch die Nahrung aufgenommen werden kann, bedeutet nicht 
nur  die  wesentliche  Erweiterung  der  Möglichkeiten,  den  Mechanismus  des  IlS  zu 
untersuchen,  sondern  –  bei  Übertragung  auf  den  Menschen  –  die  Entwicklung  eines 
Wirkstoffs zur Verlängerung des Lebens zu betreiben. 
Aus diesen Gründen wurden  in dieser Arbeit Überlebensexperimente durchgeführt, um die 
Wirkung  von  SecinH3  zu  testen.  Wenn  nicht  anders  angegeben,  ist  der  Stamm  w1118 
verwendet  worden.  Die  Überlebensexperimente  wurden  mit  der  Kaplan‐Meier‐Methode 






Als  Lösungsmittel wurde DMSO  verwendet, das  in den  folgenden Experimenten auch den 
Kontrollgruppen  in  die Nahrung  gegeben wurde. Die Verabreichung  von  SecinH3  erfolgte 
über die gesamte Lebensspanne der adulten Tiere bei gleicher Konzentration. Die geringste 
Konzentration  SecinH3  in  der  Nahrung,  die  über  mehrere  Experimente  eine  stabile 
signifikante  Verlängerung  der  Lebensspanne  erzeugte,  betrug  10  µM  (Abb.  14  a‐c). 








Abbildung  14  Der  Steppke‐Inhibitor  SecinH3  verlängert  die  Lebensspanne  von  Drosophila.  (a‐c) 
Überlebensexperimente mit w1118‐Fliegen, gefüttert mit 10 µM SecinH3,  im Vergleich zu Fliegen auf 





Die  relative mittlere Überlebenszeit  von  steppkeK/SH‐Mutanten  gegenüber  isogenen w1118‐
Kontrollen war dagegen um 20 % höher (Abb. 13). Bei dieser Mutante ist die Expression von 
steppke  reduziert,  aber nicht  vollständig blockiert  (Fuss  et  al.,  2006). Dass  eine  zusätzlich 
Reduktion der  Steppke‐Aktivität durch  SecinH3  in  steppkeK/SH‐Mutanten  zu einer weiteren 













Abbildung  15  SecinH3  verstärkt  kumulativ  die  Verlängerung  der  Lebensspanne  in  steppkeK/SH‐
Mutanten. (a und b) Überlebensexperimente mit steppkeK/SH‐Mutanten, gefüttert mit 10 µM SecinH3, 
im  Vergleich  zu  steppkeK/SH‐Mutanten  auf  Kontrollfutter  und  isogenen  w1118‐Fliegen.  (c)  Relative 
mittlere  Überlebenszeit  der  beiden  kombinierten,  unabhängigen  Experimente.  Die  Daten  der 







ermitteln,  wurden  weitere  Überlebensexperimente  mit  höheren  Konzentrationen  des 
Inhibitors durchgeführt. Abbildung 16 zeigt die Überlebenskurven beim Einsatz von 30 µM 










Herstellung  des  Futters  aus.  Es  ist  nicht  klar,  ob  dieser  Teil  noch  von  den  Fliegen 
aufgenommen  werden  konnte.  30  µM  stellte  sich  beim  Einsatz  der  in  dieser  Arbeit 

















Drosophila  von  den  beschriebenen,  experimentellen  Bedingungen  zu  testen, wurden  drei 
entscheidende  Faktoren  des Versuchs  in  den  folgenden Überlebensexperimenten  variiert, 
nämlich die Nahrungsquelle, der Genotyp der Fliegen und der verwendete Inhibitor. 
In  dem  wildtypischen  Drosophila‐Stamm  OregonR  wurde  getestet,  ob  der  Effekt  der 
verlängerten  Lebensspanne  durch  SecinH3  spezifisch  für  den  bisher  in  den  Experimenten 
verwendeten  Stamm  w1118  ist.  Bei  Fütterung  von  30  µM  SecinH3  verlängerte  sich  die 





Verbindung  an  die  Sec7‐Domäne  von  Cytohesinen  binden  kann,  wurde  durch  die 
Verwendung der Verbindung D5 in Überlebensexperimenten getestet. Die Verbindung D5 ist 
in  ihrer  Struktur der  von  SecinH3  ähnlich, wirkt  aber nicht  als  Inhibitor der  Sec7‐Domäne 











Abbildung  17 Die Wirkung  von  SecinH3  auf  die  Lebensspanne  ist  spezifisch  und  unabhängig  vom 
Stamm.  (a) Überlebensexperiment mit wildtypischen OregonR‐Fliegen, gefüttert mit 30 µM SecinH3, 
im Vergleich zu Fliegen auf Kontroll‐Futter. (b) Relative mittlere Überlebenszeit von zwei kombinierten 








durch  die  Inkubation  mit  SecinH3  die  Transkription  von  Zielgenen  des  ILS‐abhängigen 
Transkriptionsfaktors  FOXO  verhindert  wird  (Becker  et  al.,  2010).  In  Kapitel  5.3.1  wird 
dargelegt, dass die Mutation des steppke‐Gens in adulten Fliegen zu einer transkriptionellen 
Induktion von AMPs führt, die ebenfalls FOXO‐Zielgene sind. Ob auch die Verlängerung der 
Lebensspanne  von  adulten Drosophila  durch  SecinH3  über  FOXO  reguliert wird, wurde  in 





transkriptionell  inaktiven  FOXO‐Protein  führen. Bei Fütterung von 30 µM SecinH3 war die 
Lebensspanne  dieser Mutanten  gegenüber  den  Kontrollen  nicht  verlängert  (Abb.  18  a‐c). 







Abbildung  18  SecinH3  wirkt  FOXO‐abhängig  auf  die  Lebensspanne  von  Drosophila.  (a‐c) 
Überlebensexperimente mit  foxo21/W24‐Mutanten, gefüttert mit 30 SecinH3,  im Vergleich mit Fliegen 
auf  Kontroll‐Futter.  (d)  Relative  mittlere  Überlebenszeit  der  drei  kombinierten  unabhängigen 










die  Funktion  der  Sec7‐Domäne  von  Cytohesinen  aus  verschiedenen  Organismen  zu 
inhibieren. Mit  der  Absicht, weitere  derartige  Verbindungen  zu  identifizieren, wurde  ein 
virtuelles  Screening  durchgeführt,  ausgehend  von  der  bekannten  Struktur  von  SecinH3 
(Stumpfe  et  al.,  2010).  Alle  283  durch  dieses  Verfahren  gefundenen  Kandidaten wurden 
weltweit auf ihre kommerzielle Verfügbarkeit überprüft. 145 dieser nun als Secin benannten 
Kandidaten wurden und drei Laboren  für  funktionelle Experimente  zur Verfügung gestellt. 
Diese Experimente waren bereits etabliert, um die Wirkung von SecinH3 auf Cytohesine zu 
untersuchen.  Sie  wurden  nun  eingesetzt,  um  aus  den  Kandidaten  Verbindungen  zu 
identifizieren, die effizienter wirken  als  SecinH3. Um die Wirkung der Kandidaten  auf das 
Drosophila‐Cytohesin  Steppke  zu  testen,  wurde  ein  S2‐Zellkulturexperiment  verwendet. 
Dazu  wurden  S2‐Zellen  mit  einem  Secin  inkubiert  und  dann  kurz  mit  Insulin  stimuliert. 
Anschließend wurden die Transkriptionslevel des FOXO‐Zielgens 4E‐BP in einer quantitativen 
Real Time PCR gemessen (Abb. 19). Der FOXO Trankriptionsfaktor wird über die stimulierte 
IlS‐Aktivität  durch  Phosphorylierung  im  Cytoplasma  der  Zelle  gehalten  und  kann  nicht 
transkriptionell wirken.  Reduziert  sich  die  Signalweiterleitung  aufgrund  der  Inhibition  von 
Steppke  durch  ein  Secin,  wird  mehr  FOXO  in  den  Zellkern  transportiert,  wodurch  der 
Transkritionsfaktor  dann  seine  Zielgene,  z.B.  4E‐BP,  aktivieren  kann.  Die  Höhe  der 
Trankriptlevel ist das Maß für die Effizienz der Steppke‐Inhibition durch den Secin, relativ zu 
dem  Transkriptlevel  induziert  durch  SecinH3.  Alle  Kandidaten,  die  zu  einem  mehr  als 
zweifach höheren 4E‐BP‐Expressionslevel führten, wurden als effizientere Secins bezeichnet. 
Es wurden  sieben  solcher  Secins  identifiziert, wobei  Secin16  durch  einen  20fach  höheren 
Transkriptlevel eine besonders starke Inhibitionswirkung hatte (Abb. 19). 




Integrine  reduzieren  (Stumpfe  et  al.,  2010). Neben  einigen Überlappungen  zwischen  zwei 







Abbildung  19  Sieben  SecinH3‐Alternativen,  durch  ein  Screening  in  S2‐Zellen  identifiziert. 








der  IlS‐Aktivität  in  S2‐Zellen,  wurde  die  Substanz  ebenfalls  in  Überlebensexperimenten 
getestet.  Eine  höhere  Effizienz  sollte  es  ermöglichen,  beim  Einsatz  geringerer 
Konzentrationen  eine  Verlängerung  der  Lebensspanne  zu  erzielen.  Der  Einsatz  einer 
niedrigeren Konzentration würde auch weniger Probleme bei der Lösung von Secin16, das 
sich auch  in DMSO  löst, bei der Herstellung des Fliegenfutters verursachen. Abbildung 20 a  












Abbildung 20 Der neue  Steppke‐Inhibitor  Secin16  verlängert die  Lebensspanne  von Drosophila.  (a) 
Überlebensexperiment mit w1118‐Fliegen, gefüttert mit 10 µM  Secin16,  im Vergleich  zu  Fliegen auf 








FOXO/Forkhead‐Bindemotiven  in  der  Promotorsequenz  von  AMPs  beispielhaft  für 
Drosomycin  gezeigt.  Die  transkriptionelle  Regulation  von  AMPs  in  der  Drosophila‐Larve 
durch  den  IlS  über  den  Transkriptionsfaktor  FOXO  und  die  Rolle  von  Steppke  ist  in  der 
Veröffentlichung  von  Becker  et  al.  beschrieben.  Diese  Regulation wurde  sowohl  für  den 




induzierbaren  AMP‐Klassen  (Lemaitre  und  Hoffmann,  2007)  in  steppkeK/SH‐Mutanten  im 
Vergleich  zu  w1118‐Kontrollen  durch  eine  quantitative  Real  Time  PCR  gemessen.  In  der 
Untersuchung von ganzen adulten Tieren fand sich eine Regulation eines Subsets von AMPs 
(Daten nicht gezeigt). Als Beispiel für ein immunolgisch relevantes Barriereepithel wurde die 










Abbildung  21  Steppke  induziert  die  Transkription  von  AMPs  im  Darm  von  adulten  Drosophila. 
Expression  von  AMPs  im  Mitteldarm  und  im  Proventrikulus  von  steppkeK/SH‐Mutanten,  relativ  zu 






ausführlich  beschrieben,  über  die  biologische  Funktion  einer  solchen  Regulation  wurde 
bisher  nur  spekuliert  (Becker  et  al.,  2010).  Bekannt  ist,  dass  AMPs  Effektormoleküle  des 
angeborenen Immunsystems sind, die direkt gegen Mikroorganismen wirken. Sie werden bei 
einer Infektion durch den Toll‐ oder den Imd‐Signalweg aktiviert, entweder lokal, systemisch 
oder  in  Kombination  (Lemaitre  und  Hoffmann,  2007;  Uvell  und  Engstrom,  2007).  Um  zu 











diesem  Experiment  wurden  die  Fliegen  für  vier  Stunden  über  eine  Zuckerlösung  mit  P. 
entomophila infiziert, anschließend lysiert und die bakterielle Belastung des Darms durch die 
Pathogene  gemessen.  In  Abbildung  22  sind  vier  biologisch  unabhängige  Experimente 
kombiniert und die  relativen Verhältnisse der kolonieformenden Einheiten  (KFEs)  im Darm 
dargestellt. Die Belastung des Darms von w1118‐Kontrolltieren war signifikant um den Faktor 
2,2 höher als  in steppkeK/SH‐Mutanten. Die reduzierte Anzahl an Bakterien  in dieser  frühen 












Die Reduktion der Aktivität des  Insulinsignalwegs  in  steppkeK/SH‐Mutanten  führte  zu  einer 
FOXO‐abhängigen  Erhöhung  der  Transkriptionslevel  einiger  AMPs  im  Mitteldarm  von 
adulten  Drosophila  (Abb.  21).  Um  herauszufinden,  ob  die  Ursache  dafür  eine  lokale 






al.,  2004;  2008).  Die  Fliegendärme wurden  präpariert  und  die  Transkriptlevel  durch  eine 
quantitative  Real  Time  PCR  bestimmt.  Abbildung  23  stellt  eine  Kombination  von  drei 
biologisch  unabhängigen  Experimenten  dar.  Gegenüber  der  Kontrolle,  der  heterozygoten 
Treiberline caudal‐gal4/+, waren einige der getesteten AMPs  in den cad‐gal4/UAS‐foxoWT‐
Fliegen  transkriptionell  induziert,  darunter,  wie  auch  in  den  steppkeK/SH  ‐Mutanten, 























Kontrollen.  Je  zweimal wurden  Fliegen  der  Genotypen  caudal‐gal4/CyO,  UAS‐foxoWT  und 
UAS‐foxoWT/CyO als Kontrollen verwendet. Nach einer natürlichen, oralen Infektion über vier 
Stunden mit  P.  entomophila wurden  die  Fliegen  lysiert  und  die  bakterielle  Belastung  des 
Darms  wurde  mit  dem  Pathogen  gemessen.  In  allen  Fällen  war  diese  Belastung  in  den 
Kontrollen  signifikant höher als  in den caudal‐gal4/UAS‐foxoWT‐Fliegen  (Abb. 24 a). Um  zu 
zeigen,  dass  dieser  Effekt  nicht  spezifisch  für  einen  Bakterienstamm  ist,  wurde  das 
Infektionsexperiment mit dem ebenfalls gram‐negativen Fliegenpathogen Erwinia carotvora 
15  durchgeführt  (Abb.  24  b).  In  der  Abbildung  ist  die  Kombination  von  zwei  biologisch 
unabhängigen Experimenten mit UAS‐foxoWT‐Fliegen als Kontrolle. Auch bei der Verwendung 
dieses  Bakterienstamms  war  nach  vierstündiger  natürlicher  Infektion  die  bakterielle 
Belastung des Darm mit dem Pathogen  in der Kontrolle signifikant höher als  in den caudal‐
gal4/UAS‐foxoWT‐Fliegen.  Die  Detektion  einer  unterschiedlichen  Anzahl  von  Bakterien  im 
Darm  nach  einer  Infektion  über  die  Nahrung  könnte  auch  auf  eine  größere 
Nahrungsaufnahme der genotypisch unterschiedlichen Fliegen zurückzuführen sein. Um dies 
zu prüfen, wurde mit einem CAFE‐Assay die aufgenommen Nahrungsmenge der Fliegen pro 
Stunde  über  mehrere  Tage  gemessen.  Es  konnte  keine  größere  Nahrungsaufnahme  der 









Abbildung  24  Die  Expression  von  foxo  im  Darm  von  Drosophila  führt  zu  einer  verbesserten 
Immunabwehr.  (a)  Relative  bakterielle  Belastung  nach  natürlicher  Infektion  mit  P.  entomophila. 
Vergleich  von  Fliegen,  die  foxoWT  im  caudal‐Muster  exprimieren  (caudal/foxoWT),  mit  drei 
verschiedenen Kontroll‐Fliegenlinien  (caudal,  foxoWT,  foxoWT/CyO).  (b) Relative bakterielle Belastung 
nach natürlicher  Infektion mit E. carotovora 15. Vergleich von Fliegen, die  foxoWT  im caudal‐Muster 
exprimieren  (caudal/foxoWT) mit  Kontrollfliegen  (foxoWT).  (c)  Messung  der  Nahrungsaufnahme  der 
caudal/foxoWT‐Fliegen,  im Vergleich zu zwei verschiedenen Kontrollfliegenlinien  (caudal,  foxoWT) mit 
einem CAFE‐Assay. Die Werte in (a und b) sind Mittelwerte für die kolonieformenden Einheiten (KFEs). 






Es  wurde  gezeigt,  dass  die  dauerhafte  FOXO‐abhängige  Induktion  von  AMPs  in  adulten 
steppkeK/SH‐Mutanten zu einer verbesserten  Immunabwehr  im Darm der Fruchtfliege  führt 
(Abb. 22). Dieser Mechanismus könnte zu der beobachteten Verlängerung der Lebensspanne 
von Tieren mit einer reduzierten Aktivität des IlS beitragen, wie z.B. in steppkeK/SH‐Mutanten 






induziert.  Dieses  System  eignet  sich  besonders  für  Überlebensexperimente,  da 
Experimental‐  und  Kontrolltiere  genetisch  identisch  sind.  Es  schließt  Effekte  eines 
unterschiedlichen genetischen Hintergrundes auf die Lebensspanne der Fliegen aus. Für eine 
ubiquitäre  Expression  wurde  die  Treiberlinie  tubulinGS‐gal4  verwendet.  Im 
Expressionsmuster  des Gens  tubulin wurde  so  durch  Zuführung  von Mifepriston mit  dem 
Futter  der  Tiere  die  Transkription  eines  einzelnes  AMPs  induziert.  Um  die  induzierten 
Transkriptlevel  zu  variieren,  wurden  unterschiedliche  Konzentrationen  von  Mifepriston 
getestet. Abbildung 25 zeigt die Drosocin‐Expression gemessen mit einer quantitativen Real 
Time PCR, beispielhaft für die Konzentrationen 1 µg/ml und 10 µg/ml. Die Expressionslevel 








Die Überlebensexperimente wurden mit  der  Kaplan‐Meier‐Methode  ausgewertet  und  die 
Signifikanz der Differenzen der mittleren Überlebenszeit wurde mit einem Student's  t‐Test 
bewertet.  In Abbildung 26  sind die Ergebnisse der Überlebensexperimente bei Expression 









Abbildung  26  Die  Expression  von  Drosocin  verlängert  die  Lebensspanne  von  Drosophila.  (a‐c) 
Überlebensexperimente  mit  tubulinGS/Drosocin‐Fliegen,  gefüttert  mit  oder  ohne  0.5  µg/ml 
Mifepriston.  (c)  Zusätzlicher  Vergleich  mit  uninduzierten  Fliegen,  die  auf  keimreduziertem 
Antibiotikafutter  gehalten  wurden.  (d‐f)  Überlebensexperimente  mit  tubulinGS/Drosocin‐Fliegen, 





Abbildung  27  zeigt  die  Kombination  der  relativen  mittleren  Überlebenszeit  der  beiden 
erfolgreich  eingesetzten Mifepristonkonzentrationen  0,5  µg/ml  und  1  µg/ml.  Die  realtive 
mittlere  Überlebenszeit  gegenüber  nicht  induzierten  Kontrollen  war  in  beiden  Fällen 
signifikant höher und lag bei 11 % bzw. 8 %. Bei Konzentrationen von 2 µg/ml und 10 µg/ml 




Abbildung  27  Die  Verlängerung  der  Lebensspanne  durch  Drosocin  ist  Level‐abhängig.  (a  und  b) 
Relative  mittlere  Überlebenszeit  der  jeweils  drei  kombinierten  unabhängigen  Experimente  aus 
Abbildung  (26).  Drosocin‐Induktion  mit  0.5  µg/ml  oder  1  µg/ml  Mifepriston.  (c) 
Überlebensexperiment mit tubulinGS/Drosocin‐Fliegen, gefüttert mit oder ohne 10 µg/ml Mifepriston. 












Fliegen  dar.  Die  relative  mittlere  Überlebenszeit  der  Kombination  von  beiden  biologisch 






Überlebensexperimente  mit  tubulinGS/Cecropin  A1‐Fliegen,  gefüttert  mit  oder  ohne  1  µg/ml 
Mifepriston.  (b)  Zusätzlicher  Vergleich  mit  uninduzierten  Fliegen,  die  auf  keimreduziertem 

















Einfluss  auf  die  Lebenserwartung  von  adulten  Drosophila  hat.  Ob  dieser  Effekt  auf  eine 
verbesserte  Immunabwehr  der  Tiere  zurückzuführen  ist,  sollte  mit  dem  bereits  für  die 
steppkeK/SH‐Mutanten verwendeten natürlichen  Infektionsmodell mit dem Fliegenpathogen 
P. entomophila herausgefunden werden. Da nur die  lokale  Immunantwort  im Darm einen 
Einfluss auf den Infektionsverlauf hat (Liehl et al., 2006), wurde zuvor geprüft, ob durch den 
tubulinGS‐Treiber,  verwendet  für  die  zuvor  beschriebenen  Überlebensexperimente,  eine 
Expression im Darm induziert werden kann. In Fliegen mit dem Genotyp tubulinGS‐gal4/UAS‐
gfp wurde GFP als Reporter im Muster von tubulin exprimiert. Die Expression wurde durch 1 
µg/ml  Mifepriston  im  Futter  der  Fliege  induziert.  Abbildung  29  zeigt  mikroskopische 
Aufnahmen  eines  präparierten Mitteldarms  nach  einer  Immunfluoreszenzfärbung.  In  Blau 
sind  die  mit  DAPI  markierten  Zellkerne,  in  Rot  ist  das  mit  Phalloidin  markierte 
Aktinzytoskelett  und  in  Grün  das  über  Immunfärbung  markierte  Reporterprotein  GFP 
dargestellt.  Zu  erkennen  ist  eine GFP‐  Expression  im Mitteldarm mit  zwei Regionen  einer 
deutlich erhöhten Expression. Die erste befindet sich  im Bereich des hinteren Mitteldarms, 
die zweite in einem Band um den Proventrikulus. Diese Region ist als immunologisch aktiver 
Bereich  bekannt,  in  dem  AMPs  durch  die  klassischen  Immunsignalwege  Toll  und  Imd  bei 
einer natürlichen  Infektion aktiviert werden  (Liehl et al., 2006). Eine Expression von AMPs 







Abbildung  29 Das Muster  der Genexpression  im Mitteldarm  von  tubulinGS‐Fliegen. GFP‐Expression 







Durch  den  Treiber  tubulinGS‐gal4  kann Genexpression  im Mitteldarm  von  adulten  Fliegen 
induziert  werden.  Die  Regionen  der  Expression  wurden  mit  einem  UAS‐GFP‐
Reporterkonstrukt  identifiziert.  Mit  einer  quantitativen  Real  Time  PCR  wurden  die 
Transkriptlevel von Drosocin  in tubulinGS‐gal4/UAS‐Drosocin‐Fliegen und von Cecropin A1  in 
tubulinGS‐gal4/UAS‐Cecropin  A1‐Fliegen  nach  Induktion  mit  Mifepriston  in  präparierten 
Mitteldärmen  bestimmt.  Für  die  Induktion wurde  die  Konzentration  gewählt,  bei  der  die 
jeweils größte Verlängerung der mittleren Lebenserwartung erzielt wurde (Abb. 27 und 28). 










Nach  vier  Stunden natürlicher  Infektion mit P.  entomophila über die Nahrung der  Fliegen 
wurde die bakterielle Belastung des Darms mit dem Pathogen bestimmt. Dazu wurden die 
KFEs von P. entomophila aus lysierten Tieren gezählt. Abbildung 30 c zeigt die relative Anzahl 
von  KFEs  aus  Drosocin‐überexprimierenden  Fliegen  gegenüber  Kontrollen,  wobei  zwei 
biologisch unabhängige Experimente kombiniert wurden. Die Kontrollen sind signifikant um 
den  Faktor  1,5  stärker  belastet.  In  Abbildung  30  d  ist  die  relative  Anzahl  von  KFEs  aus 
Cecropin  A1‐überexprimierenden  Fliegen  gegenüber  Kontrollen  dargestellt,  wobei  zwei 
biologisch unabhängige  Experimente  kombiniert wurden. Die Kontrollen waren  signifikant 
um den Faktor 1,78 stärker belastet.  
Diese  Versuche  deuten  auf  eine  positive  Auswirkung  einer  dauerhaften  Expression  von 







Abbildung  30  Die  Expression  von  Drosocin  oder  Cecropin  A1  führt  zu  einer  verbesserten 
Immunabwehr.  (a)  Expressionslevel  von  Drosocin  im  Mitteldarm  von  tubulinGS/Drosocin‐Fliegen, 
induziert  mit  0.5  µg/ml  Mifepriston.  (b)  Expressionslevel  von  Cecropin  A1  im  Mitteldarm  von 
tubulinGS/Cecropin A1‐Fliegen,  induziert mit 1 µg/ml Mifepriston.  (c) Relative  bakterielle Belastung 
nach natürlicher Infektion mit P. entomophila. Vergleich von Fliegen, die Drosocin im tubulin‐Muster 
exprimieren (tubulinGS/Drosocin), mit uninduzierten Kontrollen. (d) Relative bakterielle Belastung nach 
natürlicher  Infektion mit P. entomophila. Vergleich  von Fliegen, die Cecropin A1  im  tubulin‐Muster 
exprimieren  (tubulinGS/Cecropin  A1),  mit  uninduzierten  Kontrollen.  Die  Werte  in  (c  und  d)  sind 












dies  der  Fall  sein,  dürfte  es  durch  die  Überexpression  von  AMPs  nicht  mehr  zu  einer 
Verlängerung  der  Lebensspanne  kommen,  wenn  die  Tiere  keinen  oder  sehr  wenigen 
Pathogenen ausgesetzt sind. Um dies zu  testen, wurde die Keimzahl  im Futter der Fliegen 
durch eine Kombination von Antibiotika reduziert  (Brummel et al., 2004)  (Kapitel 4.3.8).  In 
Überlebensexperimenten  wurden  dann  die  gleichen  Konzentrationen  Mifepriston  zur 
Induktion  verwendet,  die  zu  einer  signifikanten  Verlängerung  der  Lebensspanne  geführt 
haben (Abb. 27 und 28). Dies waren 0,5 µg/ml und 1 µg/ml Mifepriston für die Induktion von 
Drosocin und 1 µg/ml Mifepriston für die Induktion von Cecropin A1. Sowohl das Futter der 
induzierten  Fliegen  als  auch  das  Futter  der  nicht  induzierten  Kontrollen  wurde  mit 
Antibiotika  versetzt.  Durch  die  Überexpression  von  Drosocin  kam  es  bei  keiner  der 
eingesetzten  Mifepriston  Konzentrationen  zu  einer  Verlängerung  der  Lebensspanne 
gegenüber den Kontrollen  (Abb. 31  a‐c).  Es besteht  auch  keine  signifikante  Erhöhung der 
relativen mittleren Überlebenszeit (Abb. 31 e).  Im Fall der Überexpression von Cecropin A1 
war die Lebensspanne gegenüber den Kontrollen sogar signifikant verringert (Abb. 31 d). 
Um  festzustellen, ob und  in welchem Maß eine Überexpression  in den  induzierten Fliegen 
erfolgt ist, wurden die Transkriptlevel von Drosocin und Cecropin A1 mit einer quantitativen 
Real  Time  PCR  in  präparierten  Mitteldärmen  aus  jeweils  einem  Experiment  bestimmt. 
Gegenüber der nicht  induzierten Kontrolle war die Transkription von Drosocin  in den mit 1 
µg/ml Mifepriston  induzierten  tubulinGS‐gal4/UAS‐Drosocin‐Fliegen um etwa den Faktor 90 
höher  (Abb.    31  f).  In  tubulinGS‐gal4/UAS‐Cecropin  A1‐Fliegen  war  die  Transkription  von 
Cecropin  A1  in  den  mit  1  µg/ml  Mifepriston  induzierten  Tieren  gegenüber  den  nicht 
induzierten  Kontrollen  um  etwa  den  Faktor  100  höher  (Abb.  31  g).  Damit  liegen  die 
Expressionslevel  der  AMPs  in  der  selben  Größenordnung  wie  bei  Induktion  durch 
Mifepriston ohne Einsatz  von Antibiotika, bei denen eine Verlängerung der  Lebensspanne 
nachgewiesen wurde (Abb. 27‐30). 
Möglicherweise  wurde  durch  die  Reduzierung  von  Keimen  in  der  Lebensumgebung  der 
Fliegen  die  Wahrscheinlichkeit  einer  die  Lebensspanne  beeinträchtigenden  Infektion  mit 







Abbildung  31  Keine  Verlängerung  der  Lebensspanne  durch  AMP‐Expression  in  keimreduzierter 
Umgebung.  (a)  Überlebensexperiment  mit  tubulinGS/Drosocin‐Fliegen,  gefüttert  mit 
keimreduzierenden  Antibiotika  mit  oder  ohne  0.5  µg/ml  Mifepriston.  (b  und  c) 
Überlebensexperimente mit  tubulinGS/Drosocin‐Fliegen, gefüttert mit keimreduzierenden Antibiotika 
mit  oder  ohne  1  µg/ml  Mifepriston.  Zusätzlicher  Vergleich  mit  uninduzierten  Fliegen,  die  auf 
keimreduziertem  Antibiotika‐Futter  gehalten  wurden.  (d)  Überlebensexperiment  mit 





aus  (b  und  c)  mit  einer  Drosocin‐Induktion  durch  1  µg/ml  Mifepriston.  (f)  Expressionslevel  von 
Drosocin  im  Mitteldarm  von  tubulinGS/Drosocin‐Fliegen,  gehalten  auf  keimreduziertem  Futter, 
induziert  mit  0.5  µg/ml  Mifepriston.  (g)  Expressionslevel  von  Cecropin  A1  im  Mitteldarm  von 









induzierbaren  Treiberlinie  Tigs2GS‐gal4  spezifisch  im  Darm  überexprimiert  (Poirier  et  al., 
2008).  Abbildung  32  a  zeigt  die  fluoreszenzmikroskopische  Aufnahme  eines  präparierten 
Mitteldarms  von  Fliegen  mit  dem  Genotyp  Tigs2GS‐gal4/UAS‐gfp.  Als  Reporter  für  das 
Expressionsmuster der Tigs2‐Fliegenlinie wurde das Gen gfp durch 10 µg/ml Mifepriston im 
Futter der Fliege induziert. In Blau sind die mit DAPI markierten Zellkerne, in Rot ist das mit 
Phalloidin  markierte  Actinzytoskelett  und  in  Grün  das  über  Immunfärbung  markierte 
Reporterprotein GFP dargestellt. Wie schon bei der  Induktion  im Muster von tubulin  (Abb. 
29) gab es zwei Regionen mit einer deutlich erhöhten Expression. Die erste befand sich  im 
Bereich des hinteren Mitteldarms, die zweite in einem Band um den Proventrikulus, der als 
immunologisch  aktives  Organ  bekannt  ist  (Liehl  et  al.,  2006).  Die  Transkriptlevel  von 
Drosocin  im  Darm  von  Tigs2GS‐gal4/UAS‐Drosocin‐Fliegen  nach  Induktion  mit  10  µg/ml 
Mifepriston wurden  durch  eine  quantitative  Real  Time  PCR  auf  präparierte Mitteldärme 
gemessen.  Abb.  32  b  zeigt  die  Kombination  von  zwei  biologisch  unabhängigen 
Experimenten. Die Expression war nach Induktion signifikant um den Faktor 78,7 höher als in 







Abbildung  32 Das Muster  und  die  Level  der Genexpression  im Mitteldarm  von  Tigs2GS‐Fliegen.  (a) 
GFP‐Expression  (grün)  im Mitteldarm  von  Tigs2GS/gfp‐Fliegen,  induziert mit  10  µg/ml Mifepriston. 














Drosocin‐Expression  induziert  werden.  Ob  diese  lokale  Expression  zur  Verlängerung  der 












Fliegen  des  Genotyps  Tigs2GS‐gal4/UAS‐Drosocin  wurden  vier  Stunden  natürlich  mit  P. 
entomophila über die Nahrung  infiziert. Anschließend wurde die bakterielle Belastung des 
Darms mit dem Pathogen durch Zählung der KFEs von P. entomophila aus  lysierten Tieren 
gemessen.  Abbildung  33  e  zeigt  die  relative  Anzahl  von  KFEs  aus  Fliegen mit  induzierter 
Drosocin‐Expression  gegenüber  nicht  induzierten  Kontrollen,  wobei  zwei  biologisch 










Abbildung  33  Die  Expression  von  Drosocin  im  Darm  verbessert  die  lokale  Immunabwehr  und 
verlängert  die  Lebensspanne  von  Drosophila.  (a‐c)  Überlebensexperimente  mit  Tigs2GS/Drosocin‐
Fliegen  induziert  mit  10  µg/ml  Mifepriston  im  Vergleich  zu  nicht  induzierten  Kontrollen.  (c) 
Zusätzlicher Vergleich mit uninduzierten Fliegen, die auf keimreduziertem Antibiotika‐Futter gehalten 
wurden. (d) Relative mittlere Überlebenszeit der drei kombinierten unabhängigen Experimente (a‐c). 
(e)  Relative  bakterielle  Belastung  nach  natürlicher  Infektion  mit  P.  entomophila.  Vergleich  von 
Fliegen,  die  Drosocin‐induziert  mit  10  µg/ml  Mifepriston  darmspezifisch  exprimieren 






von  einzelnen  AMPs  und  einer  Verlängerung  der  Lebensspanne  wurde  in  Kapitel  5.5.1 
beschrieben. Um diesen  Zusammenhang  auch  für die Experimente der  lokalen Expression 
von Drosocin  im Darm der Fruchtfliege nachzuweisen, wurden Überlebensexperimente mit 
Tigs2GS‐gal4/UAS‐Drosocin‐Fliegen mit einer Antibiotikakombination (Kapitel 4.3.8) im Futter 




Keimzahl  im Futter der Fliegen  reduziert  (Brummel et al., 2004). Eine Überexpression von 
Drosocin sollte nun nicht mehr zu einer Verlängerung der Lebensspanne führen. Abbildung 
34  a  zeigt  das  Ergebnis  eines Überlebensexperiments  bei  Expression  von  Drosocin  durch 
Induktion  mit  10  µg/ml  Mifepriston,  ausgewertet  durch  eine  Kaplan‐Meier‐Analyse.  Die 



















Die  Funktion  von  Steppke  als  Komponente  des  IlS  wurde  bisher  vor  allem  in  der  Larve 
untersucht  (Fuss  et  al.,  2006).  Wie  bereits  für  eine  Reihe  weiterer  Komponenten  der 
Kaskade, z.B.  für Chico und den  InR  (Bohni et al., 1999; Brogiolo et al., 2001) beschrieben, 




Verlängerung  der  Lebensspanne  beobachtet,  deren  Ursache  zur  Zeit  intensiv  untersucht 
wird  (Giannakou und Partridge, 2007). Die  vorliegende Arbeit  charakterisiert die  Steppke‐
Funktion  in  adulten  Fliegen  am  Beispiel  der  transheterozygoten  steppkeK/SH‐Mutante,  bei 
denen die Transkriptmenge von steppke  im Vergleich zu wildtypischen Kontrollen reduziert 
ist  (Fuss  et  al.,  2006),  und  zeigt  die  Beteiligung  des  Gens  an  der  Regulation  der 
Lebensspanne.  Homozygote  steppke‐Mutanten,  bei  denen  die  steppke‐Transkription  sehr 
stark  reduziert  ist,  erreichen  das  adulte  Stadium  nicht  (Fuss  et  al.,  2006).  In  steppkeK/SH‐
Mutanten besteht noch eine Transkriptionsrate des Gens, die zwar die IlS‐Aktivität reduziert, 
sie  aber  noch  zulässt.  Diese  Aktivität  ist  für  die  Fruchtfliege  offenbar  nötig,  um  die 
Metamorphose vom larvalen zum adulten Stadium zu vollziehen. 
Aber  nicht  nur  die  Reduktion  der Genaktivität  von  steppke  führt  zu  dem  Phänotyp  einer 
verlängerten  Lebensspanne,  sondern  auch  die  Inhibiton  auf  Proteinebene  durch  die 
niedermolekularen  Verbindungen  SecinH3  und  Secin16.  Eine  Kombination  der 
transkriptionellen  Reduktion  von  steppke  und  einer  funktionellen  Inhibition  auf 
Proteinebene  durch  Fütterung  von  SecinH3  an  steppkeK/SH‐Mutanten  hat  sogar  einen 
kumulativen Effekt.  In adulten  steppkeK/SH‐Fliegen  liegt die Transkriptionsrate des Gens  im 













oder  genetischer  Ebene  manipuliert  werden,  sondern  auch  auf  Proteinebene.  Dies  ist 
möglich durch den  Inhibitor der Sec7‐Domäne SecinH3, dessen Funktion und Spezifität  für 
die Bindung an Cytohesine bereits bekannt  ist  (Becker et al., 2010; Hafner et al., 2006).  In 
der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung von SecinH3 auf die  Lebensspanne von adulten 
Drosophila  des  Stamms w1118  gezeigt.  Bisher  ist  eine minimale  Konzentration  von  10  µM 




keine weitere  Steigerung  des  Effekts.  Dies  ist  vermutlich  auf  ein  Löslichkeitsproblem  der 
niedermolekularen Verbindung zurückzuführen. SecinH3 ist hydrophob und bisher nur durch 
DMSO im Fliegenfutter zu lösen. Unter den in dieser Arbeit aufgestellten Bedingungen fallen 
ab  einer  Konzentration  von  30  µM  große  Teile  der  Verbindung  aus  und  können 
möglicherweise nicht mehr von den Fliegen aufgenommen werden. Der bereits diskutierte 
kumulative  Effekt  von  SecinH3  in  steppkeK/SH‐Mutanten deutet  aber darauf hin, dass  eine 
weitere  Reduktion  der  Steppke‐Funktion  durch  eine  höhere  SecinH3‐Aufnahme  zu  einer 
weiteren  Verlängerung  der  Lebensspanne  führen  könnte.  Die  Stärke  des  phänotypischen 
Effekts  durch  die  Wirkung  von  SecinH3  scheint  vom  untersuchten  Drosophila‐Stamm 
abzuhängen,  wie  die  Experimente  in  wildtypischen  OregonR‐Fliegen  zeigen.  Hier  ist  der 
Effekt mit  einer  signifikanten  Steigerung  der  relativen mittleren  Überlebenszeit  von  6 % 
geringer.  
Die  in  einem  virtuellen  Screening  identifizierte  niedermolekulare  Verbindung  Secin16 
bestätigte  sich  in  drei  verschiedenen  In‐vitro‐Experimenten  als  besonders  wirksame 
SecinH3‐Alternative  (Stumpfe  et  al.,  2010).  In  einem  Drosophila‐S2‐Zellkulturexperiment 






Effekt  auf  die  Lebensspanne  (Daten  nicht  gezeigt)  –  vermutlich  auf  Grund  einer  noch 
schlechteren Löslichkeit als SecinH3. Dennoch  ist Secin16 eine  interessante Alternative  für 





von  Steppke  zu  inhibieren. Es  lässt  sich aber nicht ausschließen, dass  Secin‐Verbindungen 
auch  auf  andere  Proteine  und  Signalwege  wirken,  die  ebenfalls  die  Lebensspanne  von 
Drosophila beeinflussen. Darauf weisen Ergebnisse  in murinen Zellen hin,  in denen SecinH3 
einen Einfluss auf den EGF (Epidermal Growth Factor)‐Signalweg   hat (Bill et al., 2011). Für 
die  weitere  Erforschung  des  Mechansimus  der  FOXO‐abhängigen  Regulation  des 
Immunsystems und der Lebensspanne wurde deshalb auf die Verwendung dieser Inhibitoren 







Der Mechanismus hinter der Verlängerung der  Lebensspanne über den  IlS  ist bisher nicht 
aufgeklärt.  Obwohl  für  viele  der  Funktionen  des  IlS,  wie  z.B.  die  Regulation  der 
Energiehomöostase  oder  der  zellulären  Stressantwort,  ein  Einfluss  auf  die  Lebensspanne 
diskutiert wird, war bisher kein Mechanismus experimentell nachzuweisen (Giannakou und 
Partridge,  2007). Wie bereits diskutiert,  ist der  Transkriptionsfaktor  FOXO  ein  evolutionär 







IlS  simuliert,  führt  zu  einer  verlängerten  Lebensspanne  (Hwangbo  et  al.,  2004).  Zu  dem 
gleichen  Ergebnis  führt  auch  die Überexpression  des  foxo‐Homologs  daf‐16  in  C.  elegans 
(Kenyon  et  al.,  1993).  Darüber  hinaus  finden  sich  zwei  weitere  Beispiele  für  den 





In C.  elegans  sind  alle bisher beschriebenen physiologischen Effekte einer  reduzierten  IlS‐
Aktivität abhängig von der Funktion von DAF‐16 (Kenyon et al., 1993). In Drosophila gibt es 
Hinweise  dafür,  dass  hier  nur  ausschließlich  die  Regulation  der  Lebensspanne  vom 
Transkriptionsfaktor  FOXO  abhängt.  Deshalb  wird  die  Regulation  der  Körpergröße,  der 
Fruchtbarkeit und der zellulären oxidativen Stressresistenz  in den  foxo‐Nullmutanten nicht 
unterdrückt. Eine Verlängerung der Lebensspanne  ist  in diesen foxo‐Nullmutanten über die 




Ergebnisse  machen  unabhängig  sichtbar,  dass  die  IlS‐vermittelte  Regulation  der 
Lebensspanne auf die Funktion von FOXO angewiesen ist. Eine Bestätigung dieser Ergebnisse 
‐ auch in anderen Organismen ‐ würde die Suche nach der Ursache für den Einfluss, den der 
IlS  auf  die  Lebensspanne  hat,  noch  stärker  auf  FOXO  und  FOXO‐abhängige  Faktoren 
begrenzen.  Auf  jeden  Fall  hat  sich  erhärtet,  dass  der  Transkriptionsfaktor  ein 











zum  Schutz  vor  pathogenen Mikroorganismen  eingesetzt  (Bulet  et  al.,  2004). Wie  bereits 
dargelegt,  kann  ihre  Transkription  in  Drosophila  direkt  von  FOXO  induziert  werden  ‐ 
unabhängig von einer Infektion. Dabei lässt sich die Regulation sowohl in Larven wie auch in 






IMD,  welche  die  AMP‐Expression  bei  einer  Infektion  aktivieren.  Experimente  in 
Doppelmutanten der beiden Signalwege belegen, dass die FOXO‐abhängige AMP‐Induktion 
weiterhin möglich ist, aber eine Infektion keine transkriptionelle Aktivierung der AMPs mehr 
zur Folge hat. Dagegen  ist die  infektionsabhängige Aktivierung  in foxo21/W24‐Mutanten nicht 
gestört.  Dieser  FOXO‐Mechansimus  ist  zellautonom  und  wirkt  in  vielen  Geweben,  wie 




einen  direkt  FOXO‐abhängigen Mechanismus  der  Kreuzregulation  von Metabolismus  und 
Immunsystem  hin,  mit  dem  Zellen,  Organe  oder  der  gesamte  Organsimus 





In  Drosphila‐Mutanten  der  Gene  steppke  und  chico,  Komponenten  der  IlS‐Kaskade,  sind 
mehrere AMPs  transkriptionell  induziert. Die  Induktion  findet dabei sowohl  im  larvalen als 
auch im adulten Stadium statt. Abhängig von dem Entwicklungstadium der Fruchtfliegen und 
dem untersuchten Gewebe wird immer ein Teil aller AMPs exprimiert. Auffällig ist dabei die 
unter  vielen  Bedingungen  sehr  starke  Induktion  von  Drosomycin  in  Larven.  In  adulten 





Hungern  oder  duch  Füttern  der  Tiere  mit  dem  Steppke‐Inhibitor  SecinH3  hervorrufen 
(Becker et al., 2010). In foxo21/W24‐Mutanten  ist diese Aktivierung nicht möglich, ein Beweis 
der  Abhängigkeit  dieser  IlS‐induzierten  Expression  von  dem  Transkriptionsfaktor.  Die 
Überexpression  von  foxo ohne weitere  Einflussnahme  auf den  IlS  führt ebenfalls  zu einer 




Prozesse  wie  die  Energiehomöostase  oder  die  Verarbeitung  von  zellulärem  Stress  zu 
beeinflussen.  In Drosophila   wurde seine Fähigkeit, AMPs zu  induzieren, bisher nur  für die 
Regulation über den IlS beschrieben (Becker et al., 2010).  
Eine wichtige Frage ist, ob die AMP‐Regulation direkt oder indirekt von FOXO abhängt. Es ist 
bekannt,  dass  der  Transkriptionsfaktor  über  seine  Forkhead‐Box‐Domäne  an 
entsprechenden,  konservierten  FOXO/Forkhead‐Bindemotiven  direkt  mit  der  DNA 
interagieren kann  (Xuan und Zhang, 2005). Eines oder mehrere dieser Bindemotive  finden 
sich  in  den  regulatorischen  Regionen  fast  aller  AMPs,  ein Hinweis  auf  eine  direkt  FOXO‐
abhängige Regulation (Becker et al., 2010). In der Promotorregion von Drosomycin befinden 
sich fünf dieser Bindemotive. Dies erklärt die beobachtete, starke Induktionsfähigkeit dieses 
AMPs  und  hat  die  Auswahl  dieses  Promotors  für  die  experimentelle  Untersuchung  der 




Box‐Bindemotive  erforderlich  sind.  Verschiedene  Drosomycin‐Promotorkonstrukte,  bei 
denen  entweder  das  gesamte  FOXO/Forkhead‐Box‐Bindemotiv‐Cluster  fehlt  oder  aber 











Auf  der  einen  Seite  ist  bekannt,  dass  das  angeborene,  vor  allem  aber  das  adaptive 
Immunsystem  altert,  was  man  unter  dem  Begriff  "Immunosenescence"  zusammenfasst 
(Gomez et al., 2008; Sansoni et al., 2008). Dieser Vorgang, besonders gut bei Säugetieren 
untersucht,  führt nicht nur zu einer verschlechterten  Immunabwehr, sondern  fördert auch 
chronisch‐entzündliche  Erkrankungen,  ausgelöst  durch  Fehlfunktionen  des  adaptiven 
Immunsystems  selbst.  Beispiele  für  solche  Erkrankungen  sind  die  Arteriosklerose  des 
Gefäßsystems und eine Reihe entzündlicher Erkrankungen des Darms (Xavier und Podolsky, 
2007).  Auf  der  anderen  Seite  ist  klar,  dass  das  Immunsystem  Infektionen  und  andere 
Krankheiten  verhindern  kann, die entweder direkt  zum Tod  führen oder durch  sekundäre 
Effekte den Organismus schädigen und damit Einfluss auf das Altern und die Lebensspanne 
ausüben  (Alper,  2010).  Es  liegt  damit  nahe,  dass  Mechanismen  für  die  Regulation  der 
Lebensspanne  unter  anderem  auf  das  Immunsystem  einwirken,  um  die  Lebensspanne  zu 
verlängern. 
Wie  bereits  angeführt,  hat  der  IlS  eine  konservierte  Rolle  in  der  Regulation  der 
Lebensspanne  und  über  den  Transkriptionsfaktor  FOXO  einen  direkten  Einfluss  auf  das 
Immunsystem. In C. elegans gibt es zwei Signalwege, die sowohl die Lebensspanne als auch 
die Immunabwehr regulieren. Bei dem ersten handelt es sich um den DAF‐2‐Signalweg, dem 
Nematoden‐Homolog  des  IlS  (Kenyon  et  al.,  1993).  Mutationen  der  beiden 
Kaskadenkomponenten daf‐2 und age‐1  führen  jeweils  zu einer  starken Verlängerung der 
Lebensspanne und gleichzeitig zu einer höheren Überlebensrate bei oraler Infektion mit den 
bakteriellen  Pathogenen  Enterococcus  faecalis,  Pseudomonas  aeruginosa  und 
Staphylococcus  aureus  (Garsin  et  al.,  2003).  Der  zweite  ist  der  sogenannte  Germline‐
Signalweg, dessen  Inaktivierung sowohl eine Verlängerung der Lebensspanne als auch eine 
bessere Resistenz  gegenüber einer  Infektion,  z.B. mit P. aeruginosa, bewirkt  (Alper et  al., 
2010; Arantes‐Oliveira et al., 2002; Evans et al., 2008a). 
Der Germline‐Signalweg ist bei der Verlängerung der Lebensspanne vollständig abhängig von 
der  Funktion  des  Transkritptionsfaktors  DAF‐16.  Der  DAF‐2‐Signalweg  ist  bei  beiden 





Effektormolekülen  durch  DAF‐16,  in  dem  es  den  DAF‐2‐Signalweg  aktiviert  (Evans  et  al., 
2008b). 
In  Drosophila  weisen  langlebige  chico‐Mutanten  eine  erhöhte  Überlebensrate  bei  einer 
systemischen Infektion mit Enterococcus faecalis auf (Libert et al., 2008). Ein Einfluss der IlS‐
induzierten  AMP‐Transkription  auf  den  Verlauf  der  Infektion  wird  in  dieser  Studie 
ausgeschlossen.  Dies  könnte  durch  die  gewählte  unnatürliche  und  massive  Art  der 
systemischen  Infektion  mit  einem  Humanpathogen  begründet  sein.  (Libert  et  al.,  2008). 
Auch  in eigenen Experimenten (Daten nicht gezeigt) führt eine FOXO‐induzierte Expression 
von AMPs nicht  zu einer verbesserten  Immunabwehr  im Fall einer  systemischen  Infektion 
mit verschiedenen Bakterienspezies. 
Die  bisher  dargelegten  Erkenntnisse  scheinen  eine  evolutionär  konservierte  Funktion  von 
FOXO  bei  der  Verlängerung  der  Lebensspanne  über  die  Regulation  der  Immunabwehr  zu 
belegen. Die weiteren Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen diese  Idee. Als Modell  für ein 
Barriereepithel,  das  sowohl wichtige metabolische wie  auch  immunologische  Funktionen 
erfüllt,  wurde  der  Mitteldarm  von  Drosophila  gewählt,  um  den  Einfluss  der  FOXO‐
abhängigen Regulation von AMPs auf die Immunabwehr und die Lebensspanne der Tiere zu 
untersuchen. Durch diese Regulation kommt es in steppkeK/SH‐Mutanten im larvalen Stadium 
(Becker  et  al.,  2010)  ebenso wie  im Mitteldarm  der  langlebigen  adulten  Tieren  zu  einer 
transkriptionellen  Induktion  von  AMPs.  Ein  sehr  ähnliches  Transkriptionsprofil  ist  in 





dem  Pathogen  nach  der  Infektion.  Bekannt  ist,  dass  die  Bekämpfung  von  P.  entomophila 
ausschließlich vom  lokalen  Immunsystem des Darms abhängt. Die Bakterien breiten sich  in 
der Regel nur im Darm aus und entfalten dort ihre pathogene Wirkung (Vodovar et al., 2005) 
(Liehl  et  al.,  2006).  Die  verbesserte  Resistenz  gegen  die  Infektion  mit  dem  virulenten 





Diese  Ergebnisse  bestätigen  das  Modell  der  Verlängerung  der  Lebensspanne  über  eine 
FOXO‐abhängige  Verbesserung  der  Immunabwehr  und  lassen  auf  eine  Beteiligung  der 
direkten  AMP‐Induktion  durch  FOXO  schließen.  Die  Frage,  ob  die  beiden  Effekte  der 





In  Drosophila  sind  hunderte  Zielgene  des  FOXO‐Transkriptionsfaktors  bekannt,  darunter 
einige des angeborenen Immunsystems. Der Nachweis ihres Einflusses auf die Lebensspanne 
fehlt  jedoch bisher  (Alic et al., 2011). Wie bereits gesagt, sind Gene der Gruppe der AMPs 
vielversprechende  Kandidaten  für  einen  solchen  direkten  Einfluss.  Ihre  dauerhafte 




signifikanten  positiven  Effekt  auf  die  Lebensspanne. Die  Induktion  der  Transkriptlevel  der 
AMPs im Darm liegt in beiden Fällen in der Größenordnung der AMP‐Induktion durch FOXO‐




festzustellen.  Für die  verwendeten Mifepriston‐Konzentrationen  ist  in Kontrolltieren  keine 
Änderung  der  Lebensspanne  zu  messen  (Daten  nicht  gezeigt)  oder  in  der  Literatur 
beschrieben. Mit der Expression anderer AMPs war bisher noch kein Effekt zu erzielen,  ist 
aber  bei  der  richtigen  Einstellung  der  Transkriptionslevel  denkbar.  Außerdem  ist  eine 
kombinierte Expression von AMPs eine aussichtsreiche Chance, die Lebensspanne weiter zu 
verlängern.  
Diese  Ergebnisse  zeigen,  dass  die  Regulation  einzelner  AMPs  einen  Einfluss  auf  die 
Lebensspanne von Drosophila hat. Allein die Regulation im Barriereepithel des Darms reicht 





Es  stellt  sich die  Frage, ob die beschriebene  Funktion der AMPs  als  Effektormoleküle des 
angeborenen  Immunsystems  (Lemaitre  und  Hoffmann,  2007)  die  Ursache  für  die 




relativ gering  induzierten Transkriptleveln  ‐ vor einer  Infektion einen positiven Einfluss auf 
deren  Verlauf  zu  nehmen.  Für  beide  AMPs  ist  ihre  Wirksamkeit  gegen  gram‐negative 
Bakterien  in  Infektionsversuchen mit  P.  entomophila  und  anderen  Spezies  nachgewiesen 
(Liehl et al., 2006; Tzou et al., 2000; 2002).  
Führt man  alle  hier  diskutierten  Überlebensexperimente  auf  keimreduziertem  Futter mit 
Antibiotika  durch  (Brummel  et  al.,  2004),  bewirkt  die  Induktion  der  AMPs  in  keinem  Fall 
mehr  eine  Verlängerung  der  Lebensspanne.  Die  Antibiotika  verringern  die  Belastung mit 
Pathogenen und auch P. entomophila  ist nicht  in der  Lage, auf diesem Futter  zu wachsen 
(Daten  nicht  gezeigt).  Die  Antibiotika  reduzieren  aber  auch  deutlich  die  kommensale 
Mikroflora der Fliegen (Ren et al., 2007) (Daten nicht gezeigt). Dennoch hat  die Verwendung 
von  Antibiotikafutter  bei  diesen  experimentellen  Bedingungen  eine  Verlängerung  der 
Lebensspanne  zur Folge. Eine  Induktion von Drosocin oder Cecropin A1 hat  jedoch keinen 















Transkriptionsfaktors  FOXO  an  deren  Promotor  ‐  die  Immunabwehr  stärken.  Dies  findet 
unabhängig von den klassischen Immunsignalwegen und vor allem in Barriereepithelien wie 
dem  Darm  statt,  die  in  ständigem  Kontakt  mit  Mikroorganismen  stehen.  Durch  diese 
konstante und moderate Aktivierung der AMPs  sind die Barriereepithelien  auf potentielle 
Infektion  vorbereitet  und  bieten  dem Organismus  die Möglichkeit,  diese  erfolgreicher  zu 
















Abb.  Stichprobe A  Fliegen ‡ A  Stichprobe B  Fliegen ‡ B  p‐Wert †   
13 a  Kontrolle  109 (0)  steppke  99 (0)  < 0.0001 
13 b  Kontrolle  201 (0)  steppke  194 (0)  < 0.0001 
14 a  Kontrolle  343 (0)  Secin 10  322 (0)  0.0013 
14 b  Kontrolle   112 (0)  Secin 10   111 (0)  0.1515 
14 c  Kontrolle   109 (0)  Secin 10   107 (0)  0.0111 
15 a  steppke  194 (0)  steppke + Secin 30  106 (0)  < 0.0001 
15 b  steppke  99 (0)  steppke + Secin 30  100 (0)  < 0.0001 
16 a  Kontrolle   112 (0)  Secin 30  220 (1)  < 0.0001 
16 b  Kontrolle   206 (9)  Secin 30  194 (14)  < 0.0001 
16 c    Kontrolle  141 (12)  Secin 30   313 (20)  < 0.0001 
16 c  Kontrolle  141 (12)  Secin 90  202 (13)  < 0.0001 
17 a   Oregon  216 (0)  Secin 30  199 (2)  0.0003 
17 c  Kontrolle   112 (0)  D5  98 (0)  0.0638 
18 a  foxo  192 (22)  foxo + Secin 30  192 (18)  0.7944 
18 b   foxo  174 (0)  foxo + Secin 30  179 (0)  0.7624 
18 c  foxo  214 (0)  foxo + Secin 30  212 (1)  0.5554 
26 a  Kontrolle  213 (9)  Mifepriston  205 (13)  0.0065 
26 b  Kontrolle  107 (4)  Mifepriston  104 (5)  0.0001 
26 c  Kontrolle  209 (11)  Mifepriston  183 (26)  < 0.0001 
26 c  Kontrolle  209 (11)  Antibiotika  205 (12)  < 0.0001 
26 d  Kontrolle  213 (9)  Mifepriston  206 (13)  0.3797 
26 e  Kontrolle  209 (11)  Mifepriston  197 (24)  < 0.0001 
26 f  Kontrolle  107 (4)  Mifepriston  107 (5)  0.0003 
27 c  Kontrolle  92 (13)  Mifepriston  100 (13)  0.1924 
27 d  Kontrolle  107 (4)  Mifepriston  93 (6)  0.4090 
28 a  Kontrolle  213 (8)  Mifepriston  207 (10)  0.0186 
28 b  Kontrolle  181 (10)  Mifepriston  212 (10)  0.0202 




31 a  Kontrolle  205 (12)  Mifepriston  209 (12)  0.0889 
31 b  Kontrolle  205 (8)  Mifepriston  210 (11)  0.9495 
31 c  Kontrolle  205 (12)  Mifepriston  207 (11)  0.6976 
31 d  Kontrolle  206 (13)  Mifepriston  209 (10)  0.0001 
33 a  Kontrolle  173 (1)  Mifepriston  162 (7)  0.0001 
33 a  Kontrolle  173 (1)  Antibiotika  198 (20)  < 0.0001 
33 b  Kontrolle  431 (2)  Mifepriston  426 (7)  < 0.0001 
33 c  Kontrolle  120 (10)  Mifepriston  122 (11)  0.0028 





Abb.  Stichprobe A  n (x) A ‡  Mw A *  SEM A * Stichprobe B 
n (x) 
B ‡  Mw B *  SEM B *  p‐Wert † 
13 c  Kontrolle  15 (2)  1.00  0.026  steppke  15 (2)  1.20  0.025  < 0.0001
14 d  Kontrolle  31 (4)  1.00  0.011  Secin 10  30 (4)  1.07  0.015  < 0.0001
15 c  Kontrolle  15 (2)  1.00  0.026  steppke + Secin 10  15 (2)  1.37  0.027  < 0.0001
15 c  Kontrolle   15 (2)  1.00  0.026  steppke   15 (2)  1.20  0.025  < 0.0001
16 d  Kontrolle  21 (3)  1.00  0.019  Secin 30  34 (3)  1.24  0.020  < 0.0001
16 d  Kontrolle  7 (1)  1.00  0.024  Secin 90  10 (1)  1.24  0.035  < 0.0001
17 b  OregonR  30 (3)  1.00  0.014  Oregon
R + 
Secin 30  29 (3)  1.07  0.014  0.0007 
17 d  Kontrolle  5 (1)  1.00  0.039  D5  5 (1)  0.93  0.066  0.8150 
18 d  foxo  28 (3)  1.00  0.020  foxo + Secin 30  28 (3)  1.02  0.018  0.2600 
27 a  Kontrolle  25 (3)  1.00  0.012  Mifepriston  25 (3)  1.11  0.016  < 0.0001
27 b  Kontrolle  25 (3)  1.00  0.012  Mifepriston  25 (3)  1.08  0.015  0.0001 
28 c  Kontrolle  19 (2)  1.00  0.010  Mifepriston  20 (2)  1.06  0.010  < 0.0001
31 e  Kontrolle  10 (1)  1.00  0.022  Mifepriston  10 (1)  1.01  0.015  0.3648 
31 e  Kontrolle  20 (2)  1.01  0.018  Mifepriston  20 (2)  0.99  0.016  0.7347 









Abb.  Gen  Stichprobe A  Mw A *  SEM A *  Stichprobe B Mw B *  SEM B *  p‐Wert †
21 
(n = 3) 
AttA  Kontrolle  1.0  0.24  steppke  116.4  6.06  0.0014 
Dro  Kontrolle  1.0  0.47  steppke  563.3  287.00  0.0946 
CecA1  Kontrolle  1.4  0.61  steppke  25.0  5.50  0.0243 
CecC  Kontrolle  1.5  1.27  steppke  23.7  6.70  0.0158 
Def  Kontrolle  1.4  0.50  steppke  40.1  30.84  0.1682 
Dpt  Kontrolle  2.2  0.98  steppke  10.9  7.60  0.1275 
Drs  Kontrolle  2.2  1.33  steppke  3.0  2.29  0.3823 
Mtk  Kontrolle  2.3  1.16  steppke  2.7  2.43  0.4392 
23 
(n = 3) 
foxo  caudal  1.0  0.10  caudal / foxo 12.3  1.78  0.0015 
AttA  caudal  1.0  0.39  caudal / foxo 239.3  76.22  0.0229 
Dro  caudal  1.0  0.42  caudal / foxo 94.7  47.49  0.0782 
CecA1  caudal  1.0  0.67  caudal / foxo 1.1  0.29  0.4592 
CecC  caudal  1.0  0.81  caudal / foxo 1.5  0.59  0.3304 
Def  caudal  1.0  0.21  caudal / foxo 4.4  1.55  0.0635 
Dpt  caudal  1.0  0.23  caudal / foxo 4.6  1.69  0.0660 
Drs  caudal  1.0  0.57  caudal / foxo 1.2  0.58  0.3947 
Mtk  caudal  1.0  0.28  caudal / foxo 0.9  0.62  0.5297 
30 a 
(n = 2)  Dro  Kontrolle  1.2  0.69  Mifepriston  83.6  34.93  0.1276 
30 b 
(n = 3)  CecA1  Kontrolle  2.1  1.60  Mifepriston  83.4  30.08  0.0034 
32 





Abb.  Stichprobe A  n (x) A ‡  Mw A *  SEM A * Stichprobe B 
n (x) 
B ‡  Mw B * SEM B *  p‐Wert † 
22  steppke  29 (4)  1.0  0.07  Kontrolle  29 (4)  2.2  0.26  < 0.0001
24 a  caudal / foxo  48 (6)  1.0  0.08 
caudal  15 (2)  1.6  0.12  < 0.0001
foxo  12 (2)  1.4  0.10  0.0081 




24 b  caudal / foxo  15 (2)  1.0  0.07  foxo  15 (2)  1.6  0.11  < 0.0001
30 c  Mifepriston  20 (2)  1.0  0.10  Kontrolle  16 (2)  1.5  0.19  0.0053 
33 e  Mifepriston  16 (2)  1.0  0.08  Kontrolle  15 (2)  1.4  0.12  0.0075 












B ‡  Mw B *  SEM B *  p‐Wert † 
13 d 
Tag 1  steppke  7  30.2  6.95  Kontrolle  8  6.3  0.78  0.0029 
Tag 2  steppke  8  29.6  2.40  Kontrolle  8  22.1  1.54  0.0191 
Tag 3  steppke  8  50.9  5.24  Kontrolle  8  19.6  2.15  < 0.0001
Tag 4  steppke  6  55.5  4.11  Kontrolle  8  31.8  4.41  0.0025 
24 c 
24 h  caudal / foxo  7  21.1  5.21  foxo  7  18.6  0.12  0.6592 
24 h          caudal  7  18.1  0.12  0.5918 
54 h  caudal / foxo  7  21.9  3.03  foxo  7  18.6  0.12  0.3551 
54 h          caudal  7  17.9  0.12  0.3272 
73 h  caudal / foxo  7  36.7  4.00  foxo  7  42.7  0.12  0.4034 
73 h          caudal  7  23.1  0.12  0.0254 
102 h  caudal / foxo  7  41.9  5.03  foxo  7  42.6  0.12  0.8886 
102 h          caudal  7  27.6  0.12  0.0849 
120 h  caudal / foxo  7  42.1  6.03  foxo  7  35.9  0.12  0.5041 
120 h          caudal  7  31.5  0.12  0.2670 
144 h  caudal/ foxo  7  50.7  6.52  foxo  7  46.8  0.12  0.6424 
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